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1．序論 
1－1 緒言 
 様々な分子が存在し、多種多様な性質および機能を持つ。これは、分子を構成する原子
の種類や構造によって、分子が持つ電子のエネルギー準位が決定され、他の分子との相互
作用や外部エネルギーによる励起などにより、数多くの機能を発揮する。特に金属や半導
体は多様な電子エネルギー状態を持ち、触媒機能や導電性を示すことが知られている。触
媒の場合、他の分子と結合し中間体を形成することにより、活性化エネルギーを下げ、化
学反応速度を速める機能を発揮する。また、蛍光分子においては光エネルギーによって電
子が励起され、基底状態に戻る際に消費されないエネルギーを特定波長の光として放出す
る機能を発揮する。さらに分子構造が複雑化することで、より高度な機能を発揮すること
ができる。たとえば、生体分子であるタンパク質は 20 種類のアミノ酸から構成されており、
その機能は配列だけでなく、二次構造、三次構造、および四次構造によって機能が決定さ
れる(図 1-1)。タンパク質の中でも、酵素は生体触媒と呼ばれ、通常の触媒反応と違い、多
くの化学物質の中から特定の物質とのみと結合する。酵素は特定基質と結合することによ
り、活性化エネルギーを下げ、化学反応を促進させる（基質特異性）。このように生体分子
は複雑な立体構造を有することにより、人工的に模倣が難しい機能を発揮することができ
る。 
 これらの高度な分子機能は、分子が溶液に分散している「ホモジニアス」な状態におい
て多く発揮される。しかし、これらの分子機能を素子化し、デバイス化あるいは材料化す
る場合において、固相へ固定化され「ヘテロジニアス」な環境においても同様に機能を発
現する必要がある 1。このホモジニアスからヘテロジニアスへの環境変化(図 1-2)は、分子サ
イズが大きいほど、つまり複雑な機能を有する分子ほど機能への影響が大きい傾向がある。
この素子化はすでにバイオリアクタ 2-4、バイオセンサ 5-8、バイオバッテリー9-11、バイオチ
ップ 12-14などの分野で分子デバイス応用が先行したことにより、拘束された分子の機能発現
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についての研究が十分に追いついていない現状がある。また、半導体デバイスなどの作成
においては、半導体表面の微細加工技術はナノレベルで精密に制御する局面にまで来てい
る。現在、微細加工技術や固定化による機能発現によって界面の機能を制御するコンセプ
トはトップダウンおよびボトムアップのどちらかに属する考え方である。トップダウンの
コンセプトに基づく微細加工技術においては、数十ナノメートルのスケールで加工が可能
であるが、ナノスケールでの微細加工は原理的に難しい。ボトムアップのコンセプトに基
づく固定化による機能発現は固定化分子の密度や配向性の制御が難しく、固相における機
能発現が不十分な現状がある。今後、更なる界面の機能化を実現するためには固定化技術
の発展はもちろん、上記のコンセプトとは異なる新たなコンセプトに基づくアプローチが
必要であると考える。 
 春山教授は「三相二界面」のコンセプトを提唱している 15, 16。詳しくは 1-3 節で述べるが、
トップダウンやボトムアップのコンセプトとは違い、界面で起こる現象から見た新たな視
点のコンセプトである。固定化された分子の機能発現は存在する分子が接する界面で起こ
る。そこで固定化された分子を「分子相」とみなし、三相二界面と考え、その二界面で起
こる現象や反応を目的の機能発現に応じて最適化する。 
本研究は、春山教授が提唱する「三相二界面」のコンセプトの中で、「分子相」の密度や
配向性の制御だけでなく、「可動性付与」を新たな最適化の指標とし提案するものである。
本論文では、この「可動性付与」を複数の応用技術に適用し、機能の向上を示すことによ
り、「三相二界面」と「可動性付与」のコンセプトの重要性を説く。本章では、本研究の背
景および位置づけを述べ、「三相二界面」および「可動性付与」のコンセプトを説明する。
そして、「可動性付与」のコンセプトを適応させた分子素子の概要・要点を説明し、本論文
の目的を明らかにする。 
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図 1-1 タンパク質の立体構造の階層 
 
 
図 1-2 固定化による環境変化 
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1－2 異相界面における現象 
 ある均一な気体、液体、固体の相が他の異なった相と接している境界を界面と呼ぶ。界
面は他の相が接して形成されるため、単一相とは異なる現象が起こる。 
p型半導体と n型半導体を接合すると、接合界面においてキャリア（電子と正孔）の打ち
消しが起こり、空乏層が形成される。この接合界面に形成される空乏層ではフェルミ準位
が等しくなるようにキャリアの拡散が生じ、同符号の電荷を持つキャリアに対して電位障
壁として働く。この pn接合された半導体はダイオードと呼ばれ、印加電圧の方向により一
方向のみに電流を流す特性を持つ（整流特性）。 
他にも、固相と液相の異相界面では、固相表面電荷の対イオンにより電気二重層が形成
され、イオン濃度勾配により溶液内で電位差が生じる。コロイドやナノ粒子では接触した
液相が固相と共に運動する。この層の界面を滑り面と呼び、このすべり面と溶液のバルク
部分との電位差をゼータ電位という。このゼータ電位はナノ粒子が分散することに大きく
影響する。 
また、界面はバルク相の原子と比べ、接する二相が相互作用するために熱力学的自由エ
ネルギーが高くなる。たとえばマイカが水と接した場合、マイカ表面には水和層ができる
17
 (図 1-3)。この水和層の水分子は一定の配向性をもつため、バルクの水分子とは違ったエ
ンタルピーおよびエントロピーを持つ。このように固相のバルク原子の状態と界面原子の
状態が違い、接した液相分子に影響を与えることによって水和層となる。そのため、固相
界面は様々な反応場および機能場となり、この界面における特性は構成原子とその構造お
よび結晶面に大きく依存する。 
図 1-4 では同じ鉄原子で構成される結晶であるが、結晶面によって窒素分子の吸着量と挙
動が異なることを示している 18。また、結晶面の成長を制御することにより、進行する反応
を制御することが可能となる。酸化チタンの触媒反応は結晶面を制御することによって、
進行する化学反応を制御することが可能である 19 (図 1-5)。これは表面に露出している原子
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の違いや原子間距離によって、反応活性種の存在確率や結晶面のエネルギー構造が異なる
ため、進行する化学反応が異なる現象である。反応場および機能場として議論される界面
はおもに固相界面が多い。しかし、固相界面のもつ機能は、分子構造の複雑な生体分子な
どの機能とは別次元であり、それらを固相で発現することは難しい。そこで前節で述べた、
機能性分子を固定化することにより、固相へ新たな機能を付加する試みが行われてきた。 
 
 
 
 
図 1-3 界面とバルク（相内部）の分子 17 
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図 1-4 結晶面における窒素分子の吸着 18 
 
 
 
 
 
図 1-5 光触媒の結晶面による進行反応の違い 19 
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1－3 機能性分子の固定化（固相表面への拘束） 
機能性分子を固定化することで、固相において分子機能を発現させることができる。固
相が金属や半導体などの導電性素材の場合、固相機能との共役により、分子デバイス化す
ることが可能となる。ここでの分子デバイス化とは、固相上に固定化された分子が一つの
素子のように機能し（素子化）、固相の機能と共役することにより、複雑な機能を発揮する
ことである。しかし、固相における分子機能の発現および固相機能との共役には機能性分
子の固定化密度や配向性、固相との距離などが強く影響する。そのため、これらの分子固
定化技術には、ただ単に固定化するだけでなく、固相における固定化分子層の設計を実現
することが求められる。これは機能性分子の素子化技術ともいえる。これらの技術は半導
体デバイスの集積化技術や色素増感太陽電池などの分野だけでなく、バイオセンサ、バイ
オ燃料電池などのバイオ分子デバイス分野やで応用されている。バイオセンサでは、酵素
などの触媒によって生じる電子の授受を、電極で検出することにより、食品管理、工業プ
ロセス、環境、医療分野なのどの分野において利用されている。また、バイオリアクタで
は担体に酵素分子を固定化し、基質と酵素を効率よく分離できるなどのメリットがあり、
アミノ酸の合成や水質処理などに応用されている。このように生体分子のような高度な機
能を持つ分子を固相へ固定化することは、新たな機能を固相へ付加することであり、産業
技術として欠かせないものとなっている。しかし、前述の通り、他分野での分子デバイス
応用に関する研究が先行したことにより、固定化された分子が十分に機能を発揮できない
問題を解決するための基盤的な研究が十分に追いついていない現状がある。固定化された
分子が十分に機能を発揮できない律速要因として、固相への拘束があげられる。これは固
定化されることにより、分子運動を阻害され、固相上において本来の持つ機能が低下して
しまうためである。たとえば触媒機能を発揮するような物質は固相に拘束されることによ
って、基質との反応を阻害され、反応の進行が低下する。特に酵素などのように、活性部
位が一部に限られた分子においては、反応性の低下は顕著である。そこで、分子が持つ機
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能を固相において十分に発揮させる研究の推進および技術開発（分子機能の界面機能化）
が求められている。 
 
1－4 三相二界面 
 分子機能を界面機能とするにあたって、新たなコンセプトである「三相二界面」につい
て説明する。このコンセプトは固定化分子を分子相とし、固相－分子相と分子相－バルク
相の新たな二つの界面として考える。つまり固定化されたることによって新たに作られる
分子相の界面（分子界面）を考える(図 1-6)。分子機能を界面機能とするうえで、固定化さ
れた分子相が担う役割は重要であり、機能性材料としての特性はこの分子相に依存する。
このコンセプトは、分子相が形成する二界面においてそれぞれの反応を目的に応じて最適
化する必要性を示している。固定化された分子が機能を損なわず、固相機能と共役するた
めに、三相二界面のコンセプトは必要不可欠な考え方である。たとえば、図 1-6に示すよう
なバイオセンサにおいては、分子相－バルク相の界面では、分子相とバルクにある反応分
子による化学反応が起こる（Reaction 1）。また、分子相―固相の界面においては、バルク相
との反応において生じた電子などのエネルギーが固相に伝わるエネルギー移動の過程が存
在する（Reaction 2）。これらそれぞれの反応過程に律速が存在する原因があり、これらの過
程で最も大きな律速が系全体の反応における律速段階とある。そのため、目的に応じて、
これらの律速段階を解決するために、「分子相」の密度や構成、配構成などを制御し、最適
化する必要がある。この三相二界面のコンセプトにおいて、分子相を制御するためには、
固相との固定化接点と分子機能を発揮する機能場を分けて制御することのできる固定化分
子の設計と固定化法の開発が不可欠である。 
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図 1-6 三相二界面の模式図 15 
本研究では様々な固定化手法を用いて、分子相を設計し構築した。具体的には、二章では
金とチオール基のメルカプチド結合、三章では自己組織化タンパク質を固定化キャリアと
して用い、四章では本研究室で開発された ECtag 法を利用し、各章で異なる固定化法につ
いて検討した。それぞれの目的に対して分子相を最適化することにより、機能発現や機能
の向上を図った。 
 
1－5 可動性付与 
本研究は、コンセプト「三相二界面」の分子相に着目して、研究を推進する。前節で述べ
た通り、分子相は二つの界面に関わっている。この二界面においてそれぞれの反応が進行
する。そのため、それぞれの反応における分子相の最適化が必要となる。そこで本研究で
は、分子相における「固定化分子の拘束」を課題とし、それを解決する。1-1 節でも述べた
ように固定化された分子はホモジニアスからヘテロジニアスへの状態変化により、十分な
機能を発揮できない。これは、固定化された分子が固相に拘束されることにより分子運動
を阻害され、その機能の効率が大きく損なわれる。我々はこの課題を解決する「可動性付
与」のコンセプトを提唱する。可動性付与とは、固定化分子の固相への拘束を解消し、固
相上においても固定化分子の分子運動を可能にすることである。このコンセプトは、分子
相へ可動性を付与することにより、ヘテロジニアスな条件下においてもホモジニアスな条
件下と同様に機能を発揮するためのものである（図 1-7）。特に生体分子などの高度な機能
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を持つ分子量の大きな分子においては、分子構造を保持し、固相界面でホモジニアスな環
境と同様に機能を発揮するための有効なアプローチとなる。このコンセプトは、今まで固
相において機能発揮できなかった分子の固定化を可能にするだけでなく、既存の固定化さ
れた分子機能を高効率化する。そのため、バイオセンサ、バイオリアクタなどの分野にお
いて応用が可能なコンセプトとなっている。 
 
 
図 1-7 分子相への可動性付与による機能変化 
 
1－6 本論文の目的 
本論文の目的は、三相二界面のコンセプトのもと、分子相へ可動性付与の視点から、様々
な目的に対して、固相界面において分子機能を発揮するための分子相設計とその構築の重
要性を示すことである。 
本論文は本章を含み、五章で構成される。 
第二章では、金ナノ粒子表面に機能性ペプチドを修飾することにより、分散・凝集を機
能性ペプチドの複合体形成により制御する分子相形成を行った。形成した分子相によって、
特異的な複合体形成による、金ナノ粒子の分散・凝集特性が変化することを明らかにした。
この機能性ペプチド修飾金ナノ粒子はリガンド応答性のタンパク質複合体を形成すること
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により、凝集速度が変化するため、医薬スクリーニングの手法として有効である。この分
散・凝集の制御や凝集速度の変化は金ナノ粒子表面の分子相設計およびその構築を行うこ
とにより可能となり、特定タンパク質とそのリガンドをターゲットとした医薬スクリーニ
ング手法の確立を目指す。 
第三章では、両親媒性の自己組織化タンパク質を固定化キャリアとして利用することで、
固相界面において自己組織化酵素膜（分子相）を構築した。この分子相における酵素の可
動性を変化させたときの酵素活性を測定することにより、可動性と固相における酵素活性
との相関性を明らかにする。遺伝子工学的にキャリアタンパク質と酵素の融合分子を構築
することで、酵素を含んだ自己組織化膜を構築することが可能となった。この自己組織化
酵素膜は、キャリアとして利用したタンパク質と融合分子の混合比率を変化させることで、
固定化酵素の量を制御することが可能になる。つまり、分子相の設計を固定化密度の視点
からコントロールすることができる。この手法は固定化酵素の酵素活性を十分発揮させる
ことのできるため、バイオリアクタなどで応用が可能である。 
第四章では、光励起電流と分子相の可動性との相関性を明らかにした。それらの知見か
ら、光励起電流を利用したアフィニティセンサの確立を目指す。機能性分子がリガンド応
答性の複合体を形成することで光励起電流の応答性が変化するように、固定化分子を設計
した。また、固相界面に分子相を精密に制御するために、本研究室で開発した ECtag 法を
利用した。ECtag法は非環状ペプチドと配位した遷移金属からなるペプチドタグを電解還元
することによって、固相界面へ固定化する技術である。ECtag 法は固相接点の構造を精密に
制御することが可能であり、この方法を用いることで光励起電流応答と可動性との間で相
関性を示し、アフィニティセンサ確立のために、分子相可動性の最適化を行った。 
第五章では第二章から第四章の知見をもとに総括を行い、三相二界面および可動性付与
のコンセプトの重要性についてまとめる。 
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第 2章  
金ナノ粒子表面に形成したペプチド分子相の
特性解析と医薬スクリーニング手法への応用 
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2－1 緒言 
2－1－1 ナノ粒子 
ナノ粒子はバルク状とは違い、バルク部分の原子に対して界面に存在する原子の占める割
合が増加することにより様々な機能を発揮する。これは序論で述べたとおり、界面の原子
は他相の分子と接することにより、バルク相の原子とでは性質が異なることを示している。
この界面原子の比率が増加することにより、バルク部分の原子よりも界面原子の占める割
合が大きくなり（表面効果）、バルク部分の原子よりも界面に存在する原子の性質が支配的
になる。表面効果とは、ナノ粒子のようにある物体について単位物質あたりの表面積、つ
まり比表面積が増加することである。同じ物質量でも比表面積が大きいため、触媒などの
表面の活性が重要となるものにおいては表面積の大きさが活性と直結する。ナノ粒子は、
構成原子やその構造に依存した機能を発現する機能性材料である。材料は、カーボン材料、
金属材料 1-3、金属酸化物材料 4, 5、有機・無機材料 6-8などがある。 
また、金属や半導体を材料としたナノ粒子は量子サイズ効果の影響を強く受ける。この
量子サイズ効果は電子のド・ブロイ波長と同程度の 1 次元、2 次元、3次元方向に電子を閉
じ込めた電子井戸構造、つまり薄膜、細線、粒子の状態において発現する。そのため、電
子のエネルギー準位が離散的になり、その金属の比熱や帯磁性にはそれまでに無かった性
質が現れてくる久保効果（微粒子の量子効果）や、サイズに応じた融点の低下、発光色と
関連する半導体のバンドギャップエネルギーの変化などが起こる 9。 
これらの様々な機能を持つナノ粒子は触媒、化粧品などに実用化されているが、今後、
物理、化学、生物、医学、などの幅広い分野への応用が期待されている。たとえば、積層
セラミックスコンデンサ材料では、現状としてニッケル粒子およびチタン酸バリウムの微
粒子をナノ粒子とすることが、小型化、高容量化、省スペース化にとって重要であり、こ
れらの粒子をナノ粒子化する研究が進んでいる。光触媒材料として酸化チタンのナノ粒子
を中心に環境、光触媒、デバイス、医療分野で応用研究が進んでいる。金属ナノ粒子は新
規触媒材料、ナノインクやナノペーストとしての応用、バイオセンサおよび新規スクリー
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ニング手法としての期待されている。 
これらのナノ粒子を様々な分野へ応用するにあたって、ナノ粒子の特異的性質を状況に
応じて発現させるために、ナノ粒子の表面構造・粒子径および分散状態を制御が求められ
る。本研究では金ナノ粒子の光学的特性を利用して、核内受容体をターゲットとしたリガ
ンド応答評価を行うセンサの開発を行った。 
 
2－1－2 金ナノ粒子  
  金ナノ粒子は鮮やかな赤色を示すため、古くからステンドクラスなどの材料として利用
されていた。これは金ナノ粒子が可視光領域において特異的な吸収を持つためであり、こ
の吸収波長は金ナノ粒子の粒径に依存する。粒径が数 nmから約 80nmの時に分散している
状態だと約 520nm が極大吸収波長で赤色だが、凝集状態になると極大吸収波長がレッドシ
フトするため、吸収スペクトルに変化生じて青色に見えるというものである。この現象は、
局所表面プラズモン共鳴(Localized Surface Plasmon Resonance:LSPR)という現象に起因する
ものである。LSPR とは金属微粒子表面や金属微細構造に発生するプラズモンと光の共鳴現
象である。プラズモンとは、光などの外部電場により励起される金属表面の自由電子の集
団的な振動のことである。電子は電荷を帯びているので、その振動には必然的に電磁場が
発生する。金属微粒子の場合、その振動により電子の粗密が発生することで分極が起こり、
粒子近傍に局在するような電磁場が発生する。この発生した振動電場によってある波長の
光が特に大きく吸収・散乱を受ける 10。その吸収や散乱が 520nmや 600nmのような可視光
領域で起きるため、赤から青のような色の変化が起こる。金ナノ粒子の粒子径が統一され
た単分散径において、LSPR に起因する可視光領域の吸収は、粒子の分散、凝集に大きく影
響を受ける。この LSPR に起因する可視光領域の吸収変化を利用して、DNA 11-13、タンパク
質 14, 15や金属 16, 17などを検出する光学センサとしての研究がなされている。 
本研究では、核内受容体とそのリガンドの複合体形成を評価する光学センサの開発を目指
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す。このような光学センサは核内受容体のリガンド応答を High Through-Put 評価することが
可能になる。 
 
2－1－3 核内受容体 
  核内受容体は細胞内に存在し、脂溶性シグナル分子であるリガンドと結合することで、
核内に移動する。その後、核内受容体は転写共役因子(コアクチベーター)と複合体形成し、
特異的な標的遺伝子群プロモーターの認識部位(リガンド応答配列)に結合することで、転写
酵素の結合部位を形成し、標的遺伝子群の発現を制御している 18-20。そして、その転写遺伝
子群産物(タンパク質)がリガンドの生理作用として機能する。したがって、リガンド作用の
メカニズムは、転写共役因子複合体および染色体構造調節などを介した核内受容体による
リガンド依存的な標的遺伝子発現制御機構にある。核内受容体のリガンド依存的な活性化
機能については、核内受容体のリガンド結合領域の結晶解析や活性発現に関与するコファ
クター群の同定により、機構が明らかになっている。核内受容体のリガンド結合領域は 12
個のヘリックスが存在し、12 番目のヘッリックスの折りたたみ構造が活性化に関与してい
ると考えられている 21。リガンドが結合していない状態では、コリプレッサーと呼ばれるタ
ンパク質群が結合することにより、機能が抑制されているが、リガンドが結合することに
よって 12 番目のヘリックスがリガンド結合部位を閉じ込めるように立体構造変化する。そ
の結果、コリプレッサーが外れ、代わりにコアクチベーターと結合して、遺伝子発現が開
始される 22-24。 
また、ヒトゲノム解読の結果より 48種の核内受容体が遺伝子上、存在することが明らか
になっており、この中にはリガンド既知の受容体群とリガンド未知のオーファン受容体群
が存在する。既知リガンドとして作用するステロイド・性ホルモン・甲状腺ホルモンや脂
溶性ビタミンは生体内での発生・分化・恒常性維持などでの働きや、外部刺激に対する応
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答において重要な分子であることがわかっている 25。そのため、核内受容体とそのリガンド
は薬剤の重要な標的分子として認知されている。 
 
2－1－4 薬剤開発における核内受容体の分子ターゲットとしての重要性 
現在、薬剤の標的分子として、核内受容体は約 500の分子標的の 2%を占めており、売上
げでは 10～15%を核内受容体に対するリガンド製剤が占めるといわれている。リガンドに
はアゴニスト活性（受容体と結合し機能を発現する）を示すものとアンタゴニスト活性（受
容体と結合するが機能を発現しない）を示すものがあり、ともに薬剤としての可能性があ
る。例をあげれば、ER（Estrogen Receptor）・AR（Andeogen Receptor）・VDR（Vitamin D Receptor）
ならびに PPARs（Peroxisome Proliferator-Activated Receptor）26, 27のリガンドは乳癌・骨粗鬆
症・前立腺癌・二次甲状腺機能亢進症・ならびに高脂血症の予防もしくは治療に用いられ
ている。他にも、FXR（Farnesoid X Receptor）に対してアンタゴニスト活性を示すググルス
テロンという化合物はコレステロール低下剤として有用である。このように、受容体によ
って有用な作用を発揮するリガンドの幅広さがある。一方、リガンドが未知である核内受
容体はオーファン受容体と呼ばれ、体のどの部分でどのような効果をもたらしているかは
すべて明らかにされていない。そのため、オーファン受容体のリガンドは新規薬剤として
の可能性が高く、薬剤開発のターゲットとして期待されている 25。また、核内受容体は、結
合する遺伝子配列によって発現するタンパク質が変化し、生理作用が器官によって違う。
そのため、同じ薬剤分子でも作用する器官によってアゴニスト、アンタゴニスト作用をも
たらすことが有る。 
現在、核内受容体の創薬研究では有用な薬効を併せ持った薬剤、つまり複数の核内受容
体のアゴニスト製剤として働く分子や、新たな薬理作用の発見などに基づいて、新規薬効
獲得へ向けての新薬探索が盛んに行われている。一方で、それぞれの核内受容体の作用を
介したなかで、有用な作用だけを発現させる合成リガンドのスクリーニング手法開発が盛
23 
 
んに行われている。すなわち必要な作用を限られた場所で示す、あるいは副作用の排除や
軽減という選択性を持った薬剤を獲得するための研究開発が激しく競争されている 28。その
中で、核内受容体の機能を評価する、すなわちリガンド結合時の核内受容体と転写共役因
子とのアフィニティを評価するスクリーニング手法がいくつか存在する。しかし、どの手
法も短所長所が存在するため、核内受容体の創薬研究が必ずしも順調でないことが懸念さ
れる。 
 
2－1－5 既存のスクリーニング手法 
 核内受容体とリガンドのアフィニティを評価する手法は主に 4 つある。まずは受容体結
合試験法である。これは古くから用いられている最も一般的な手法である。放射性（ラジ
オリガンド分析）もしくは蛍光標識したリガンドと被験化合物を共存させ、核内受容体と
の競合的な結合による標識リガンドの追い出しを測定し、結合性を知る方法である 29。この
方法では、被験化学物質がアゴニストなのかアンタゴニストなのかを判断できないという
欠点があるため、スクリーニング手法としては絞り込みが不十分である。 
 次にコアクチベーターを用いた受容体結合アッセイについて説明する。この方法は核内
受容体がリガンド依存的にコアクチベーターと複合体形成する性質を利用する。まず、コ
アクチベーターをセンサーチップなどの固相に固定化し、核内受容体と被験化学物質であ
るリガンドを加える。もし、被験化学物質がアゴニスト活性であれば、核内受容体は固定
化されたコアクチベーターと複合体形成し、レスポンスとして発光量や QCM（Quartz Crystal 
Microbalance）や SPR（Surface Plasmon Resonance）などで測定する。そのレスポンスを記録
することで、結合量を定量的に評価することができる 19, 30。この方法は生体外で反応させる
ので、結果をそのまま生体に当てはめることはできないが、コアクチベーターと核内受容
体との相互作用を、核内受容体がラベルフリーの状態で評価できる。また、リアルタイム
で連続的に測定できるので、ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)などでは評価が難
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しかった親和性と解離速度という二つのパラメータを合わせたリガンド活性を評価が可能
になる。しかし、コアクチベーターを固定化するプロセスが必要である。また検出に SPR
や QCM などを専用の機器を用いる必要があることや、装置の制限のため、網羅的に解析す
るためには大量に機器が必要になるなどの欠点がある。 
さらに FRET（Fluorescence resonance energy transfer）を利用したアフィニティの評価法につ
いて説明する 31。この方法は受容体とコアクチベーターに蛍光物質を標識し、核内受容体に
両方が結合したとき、FRET が起こるというものである。この方法では迅速にアゴニスト活
性を知ることができるが、受容体とコタクチベーターに標識する必要があるため、修飾し
た状態での複合体形成を評価してしまう課題がある。また、リガンドやコアクチベーター
に標識物質を標識する位置によって FRET にエネルギー移動の効率が変化する問題もある。 
 最後にレポーターアッセイ法について説明する。この方法はリガンドが核内受容体と結
合し、標的遺伝子を活性化する機構を利用した方法である。まず、環状 DNA にルシフェラ
ーゼやβ‐ガラクトシダーゼなどのレポーター遺伝子を導入する 32。その上流に核内受容体
が結合する特定配列を導入しておくことでアゴニスト活性をもつリガンドと複合体形成し
た核内受容体が転写を調節する。そのレポータープラスミドと核内受容体を発現するプラ
スミドを酵母や培養細胞に同時に導入し、蛍光やレポーター酵素などの活性を測定するこ
とでアゴニスト活性を知ることができる。この方法は細胞内での反応であるため、結果を
生体で引き起こされる反応に当てはめることができる。しかし、レポータータンパク質の
発現に数時間から十数時間かかるため、迅速とは言えず一次スクリーニング手法としては
最適とは言えない。また、細胞などを用いるためコストがかかることからも、多くの化合
物ライブラリーからのスクリーニング手法として、網羅的に解析することができないなど
の欠点がある。 
 そのため本研究では、上記した課題を克服する目的で、 
① アゴニスト活性が測定できる。 
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② 迅速かつ簡便である。 
③ リガンドと核内受容体が標識されていない 
④ 網羅的に評価が可能である 
以上の 4 つの条件を満たす High through-put 測定法の開発を目指す。 
 
2－1－6 本章の目的 
本章の目的は、金ナノ粒子表面に機能性ペプチドによる分子相を形成し、特異的な複合
体形成を金ナノ粒子の分散・凝集により検出することである。金ナノ粒子は LSPR に起因す
る光学特性をもっており、分散・凝集により、吸収スペクトルが変化する。金ナノ粒子表
面に分子相を形成することにより、この分散・凝集を制御する。特定の分子と複合体を形
成することにより、金ナノ粒子が凝集するように機能化する。本研究では、核内受容体と
そのリガンドを検出ターゲットとした。未知のリガンドが多く存在する核内受容体は、そ
れらのリガンドが新規薬剤として期待されている。しかし、核内受容体とそのリガンドを
ターゲットとした医薬スクリーニング手法には、いくつか解決すべき課題がある。我々は
金ナノ粒子の表面を特定のペプチドで機能化することにより、核内受容体とそのリガンド
の複合体形成を検出する機能性ナノ粒子の開発を試みる 33。機能性ペプチドはポリエチレン
グリコールのリンカー導入の有無によって、分子相への可動性付与がナノ粒子の分散・凝
集にどのような影響を及ぼすのか検討する。そして、本論文のコンセプトである「可動性
付与」が金ナノ粒子の機能化へ有用なコンセプトであることを示す。核内受容体をターゲ
ットとした既存の医薬スクリーニング手法と比較し、本手法の優位性を述べる。 
 
 
 
 
26 
 
2－2 実験 
2－2－1 機能性ペプチドの設計 
機能性ペプチドの設計を行うにあたって、重要な設計指針が３つある（下記）。 
① 核内受容体とのリガンド依存的な複合体形成 
② 金ナノ粒子への化学修飾 
③ 中性溶媒中での分散保持 
まず、設計した機能性ペプチドが核内受容体と複合体を形成できることである。そのた
め、核内受容体(エストロゲン受容体)と結合性が確認されている SRC1(Steroid Receptor 
Coactivator 1)の NR2 というドメインを基に機能性ペプチドを設計した。 
次に金ナノ粒子へ特異的に化学修飾できることである。今回、修飾方法はチオール基と
金とをメルカプチド結合させる。 
最後は機能性ペプチドが金ナノ粒子へ修飾された後も分散を保つことである。そのため
には、生体内の状態に近い緩衝液中で電荷を帯びている必要があるため、機能性ペプチド
の C 末端に pKa が酸性側のアミノ酸が望ましい。塩基性のアミノ酸であると緩衝液の置換
を行う過程で凝集を引きおこしてしまう可能性がある。金ナノ粒子はクエン酸緩衝液中で
負の電荷を帯びて分散を保っているため、電荷の正負が変化する過程で粒子同士が引き合
ってしまい凝集してしまう。そのため、機能性ペプチドの C 末端は pKa 3.0 であるアスパラ
ギン酸にすることで、修飾後も金ナノ粒子の分散を保つと考えられる。このような３つの
条件を満たす機能性ペプチドを設計する必要がある。 
また、分子相への可動性を付与するために PEG（ポリエチレングリコール）をリンカー
として導入した機能性ペプチドも設計した。ここで、注意すべき点は PEG が入ることで、
機能性ペプチドが長くなり、凝集してもスペクトル変化が起きない可能性も出てくる点で
ある。そのため、PEG が入る機能性ペプチドは天然の配列から、少し短くしてある。図 2-1
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に示している機能性ペプチド配列において、赤く示している配列は核内受容体が特異的に
結合する部位となっている。 
 
 
図 2-1 機能性ペプチド配列 
 
2－2－2 機能性ペプチドの合成 
機能性ペプチドは、自動ペプチド合成機(Model 433A, Applied Biosystems)を用いて合成し
た。まず、レジンに一つ目のアミノ酸（Asp）を修飾し、ガラスベッセルに Barlos 
resin(1.48mmol/g resin)1g を量り取った。これを SP.DCM(特級ジクロロメタン,Wako)15ml を
用いてレジンを洗浄し、この操作を 2 回繰り返し行った。続いて Fmoc-Asp(OTBu)-OH 
0.296mmol, SP.DCM15ml, DIEA(N,N-ジイソプロピルエチルアミン,Wako)0.129ml 加え、5 分
間攪拌した。そして、DIEA:SP.DCM=1:1 の溶液を作成し、0.258ml 加え 60 分間攪拌した。
その後 SP.MeOH(特級メタノール,Wako)1ml 加え 10 分間攪拌した。続いて DMC, DMF(N,N-
ジメチルホルムアミド,Wako), i-PrOH(イソプロパノール,Wako), DMF, i-PrOH, MeOH, Et２
O(ジエチルエーテル,Wako)の順でそれぞれ 2 回ずつ洗浄を行った。洗浄後、デシケーターで
1 時間程度乾燥させ、このレジンと Fmoc-アミノ酸を用いて、自動ペプチド合成機で機能性
ペプチドの固相合成を行った。固相合成の主な反応は図 2-2 に示す。 
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PEG を挿入する場合は、自動合成後に手動合成を行う（表 2-1、2-2）。自動合成が終了し
たレジンをガラスベッセルに 0.25mmol 入れ、DMF、i-PrOH、DMF の順でそれぞれ 2 回ず
つレジンの洗浄を行った。その後、PEG(Methioxytritul-S-dPEG4-acid, QUANTA BIODESIGN)
を 2 等量（ 292.5mg）入れ、 SP.DMF を 15ml、HBTU(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3- 
tetramethyluronium Hexafluorophosphate O-Benzotriazole-1-yl-N,N,N’,N’-tetramethyluronium 
hexafluorophosphate、渡辺化学)を 2 等量(189.625mg)、HOBt・H2O(1-Hydroxybenzotriazole 
Hydrate、渡辺化学)を 2 等量(76.57mg)、DIEA を 4 等量(174μl)入れ、90 分間撹拌する。そ
の後、反応の進み具合を確認するため、カイザーテストを行う。 
カイザーテストは以下の手順で行った。 
①レジン 1mg程度をミニチューブに入れる。 
②ビーカーに水を入れ、ホットプレートで沸騰させる。 
③5% Ninhydrin in EtOH, 80% Phenol in EtOH, 0.2mM KCN Pyridine の③種類の試薬を 2 滴ず
つチューブに入れる。 
④チューブを沸騰水につけ、1 分程度加熱する。 
⑤レジンおよび溶液の色を確認する。 
レジンおよび溶液の色で未反応のアミノ基を確認することができる。 
 レジンが黄色の場合、アミノ基はほぼない。レジンが青く、溶液が黄色の場合、数％の
アミノ基が残っている。レジンと溶液が共に青い場合、数％以上のアミノ基が残っている。
未反応のアミノ基がほぼないことを確認した後、DMF、i-PrOH、DMF、 DCM、 Et2O の順
で 2 回ずつレジンを洗浄する。 
固相合成終了後、TFA (トリフルオロ酢酸,Wako)8.5mL, EDT(エタンジチオール,Wako)250
μL, Thioanisole(Wako), 蒸留水 500μL, Phenol(Wako)750mg の混合溶液(10mL)で 4 時間、
氷上で攪拌することで樹脂からを取り外した機能性ペプチドを得た。これらをろ過し、TFA
に溶けた機能性ペプチドを析出させるため、これに Et2O を加え、化合物を結晶化させた。
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氷冷し化合物を析出させた後、2000 rpmで 10 分間遠心分離を行い、上澄みを除去した。こ
れを 2 回繰り返し、デシケーターで乾燥させることにより固形物の標識化合物を得た。 
SRC1 の場合、HPLC (カラム: XTerra Prep MS C18 OBD, 4.6×150 mm, 15-30%アセトニトリ
ル/0.1%TFA, 8 分間, 2mL/min)を用いて分取精製を行い、凍結乾燥により機能性ペプチドを得
た。Matrix: a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid, Laser intensity: 2338 の条件で TOF-MS(図 2-2)に
より分子量を測定した。また、HPLC (カラム: Chromolith Performance RP-18e, 4.6×100mm, 
0-25%アセトニトリル/0.1%TFA, 15 分間, 2mL/min, detect: 220nm)を用いて純度確認を行った。 
PEG-SRC1 の場合、HPLC で純度、LC-MS によって分子量の確認を行った。また、購入し
た PEG と、PEG 縮合前の SRC1 の分子量の確認も行った。 
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表 2-1 Peptide synthesizer プログラム 
モジュール 内容 
c  DCM WASHs リアクションベッセル内のレジンをDCMで洗浄す
る。 
A  Activation アクチベーション内で Fmoc-アミノ酸をHOBtによ
り活性化する。 
B  Deprotection ピペリジンにより Fmoc-アミノ酸-Barlos resin から
Fmoc 基を除去する。 
D  NMP Washs リアクションベッセル内のレジンをNMPで除去す
る。 
E  Transfer リティベーター内で活性化した Fmoc-アミノ酸を
リアクションベッセルに移す。 
F  Coupling / Feedback Fmoc-アミノ酸とH-アミノ酸-Barlos resinをHBTU / 
DIEA でカップリングを行う。 
 
表 2-2 synthesizer プログラムの流れ 
アミノ酸残基 プログラム モジュール 
レジンに導入したアミノ酸 Complete Washs cD 
N 末端以外のアミノ酸 Single Couple /  
Monitor Previous Peak 
BADEF 
N 末端のアミノ酸 Final Deprotection / Monitor 
Previous Peak 
BDc 
“Fast Moc 0.25mmol Monitor Previous”のモジュールと内容 
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2－2－3 機能性ペプチドと核内受容体の複合体形成確認 
合成した機能性ペプチドが金表面へ固定化された状態で、アゴニストリガンド結合時の
核内受容体と複合体形成することを確認した。今回、既存の核内受容体とリガンドのアフ
ィニティ評価法であるコアクチベーターを用いた受容体結合アッセイ法を行い、合成した
機能性ペプチドと核内受容体のアフィニティを調べた（表 2-3）。原理としては金基板へ合
成した機能性ペプチドを結合させ、核内受容体と複合体形成させる。その後、核内受容体
の抗体を入れる。この抗体には、酵素が結合しており、基質を入れることで基質の分解量
によって核内受容体の複合体形成を評価することができる（図 2-3）。第 2 章で合成したそ
れぞれの機能性ペプチドを基板に固定化し、アフィニティ評価を行った。固定する時の機
能性ペプチド濃度はともに 100μg/ml で実験を行った。今回の実験では EnBio RCAS for ER
α（藤倉化成株式会社）のキットを用いて複合体の形成を確認した。クイックプロトコル
を表 2-3に示す。 
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表 2-3 アフィニティアッセイのクイックプロトコル 
 
STEP1 :機能性ペプチドの固定化 
１．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
２．１ウェルあたり 100μL の機能性ペプチド溶液（100μg/mL）を添加 
３．室温で１時間、振とうしながら反応（この間にサンプル溶液、ERα solution を準備） 
４．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
 
STEP 2:ERα、サンプル溶液の添加 
１．１ウェルあたり 95μL の ERα solution を添加し、続いて 5μL の DMSO、E2 或いは
サンプル溶液を添加 
２．室温で１時間、振とうしながら反応（この間に Detection antibody solution を準備） 
３．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
 
STEP 3:検出抗体の添加 
１．１ウェルあたり 100μL の Detection antibody solution を添加 
２．室温で 30 分間、振とうしながら反応（この間に TMB を準備） 
３．１ウェルあたり 300μL の wash buffer で 3 回洗浄 
 
STEP 4:発色、測定 
１．１ウェルあたり 100μL の TMB を添加 
２．室温で 20 分間静置（振とうはしない） 
３．１ウェルあたり 100μL の Stop solution を添加 
４．30 分以内に 450nmの吸光度を測定 
５．結果を解析 
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Wellに金基板を入れ
機能性ペプチドを固定化
リガンド、核内受容体を入れ
複合体形成
検出抗体を入れる発色反応
 
 
図 2－3 機能性ペプチドと核内受容体の複合体形成確認 
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2－2－4 金ナノ粒子への機能性ペプチド修飾 
合成した機能性ペプチド（SRC1&PEG-SRC1）をそれぞれ金ナノ粒子へ修飾する（図 2-4）。
まず核内受容体が活性をもつ溶液（ERα反応溶液：10mM HEPES (pH7.4), 10% Glycerol, 
200mM NaCl, 0.05% Tween20）に金ナノ粒子の溶媒を置換した時のスペクトル測定を行った。
つまり、修飾したそれぞれの機能性ペプチドが金ナノ粒子を分散させることができるかを
検証した。 
また、機能性ペプチド修飾前後における金ナノ粒子の粒子径およびゼータ電位を
MALVERN ZETASIZER Nano-ZS を用いて測定した。溶液置換により、溶液がクエン酸緩衝
液（pH 6.0）からリン酸緩衝液（pH 7.2）に変化させた際に、どのように粒子径およびゼー
タ電位が変化するかを、判断する。測定法は動的光散乱法、レーザー波長 633nmで測定し、
屈折率 0.2, absorption 3.32 で解析した。 
 
図 2-4 金ナノ粒子へのペプチド修飾の模式図 
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2－2－5 金ナノ粒子の修飾量変化 
それぞれの機能性ペプチドの混合比を変化させ、金ナノ粒子へ修飾し、修飾量を変化さ
せた。そのナノ粒子に核内受容体とリガンドを加え、金ナノ粒子の吸収スペクトル測定を
行い、金ナノ粒子の分散と凝集に核内受容体のリガンド依存的な複合体形成が反映される
最適な修飾条件の検討を行った。 
リガンド依存的な複合体形成を評価するため、サンプルはリガンドが入ってないもの(ER)、
アゴニスト活性を示す E2(ER+E2)、アンタゴニスト活性を示す tamoxifen(ER+tamoxifen)でお
こなった。また、ブランク(blank)として機能性ペプチドを修飾した金ナノ粒子も吸収スペク
トル測定を行った。吸収スペクトル測定はリガンドを混合してそれぞれ 5 分後、30分後、2
時間後に測定を行った。核内受容体であるエストロゲンレセプター(ER)の終濃度は 3.0μ
g(45pmol/ml)、それぞれのリガンドの終濃度は 50pmol に調製した。吸収スペクトル測定時
の金ナノ粒子の濃度は mol 換算して 1.7pmol/ml である。 
機能性ペプチドは金ナノ粒子 3.4pmol/ml、500μl に対して、等量の 500μl を混合した。機
能性ペプチドの濃度は SRC1 が 1μg/ml、5μg/ml、10μg/ml、PEG-SRC1 は 500μg/ml、750
μg/ml、1000μg/ml のそれぞれ 3 条件で行った。 
 
2－2－6 吸収スペクトルの経時変化とセンサナノ粒子としての評価 
今回、PEG-SRC1 を修飾した金ナノ粒子において、核内受容体とそのリガンドを混合し、
経時的に吸収スペクトルを測定した。この局所表面プラズモン共鳴に起因する吸収スペク
トルの極大吸収波長の変化により、ピーク波長付近の点とその波長より長波長側の点の吸
光度の比からスペクトルの変化値を求めた。この値は凝集度を表す相対的な値として定義
し、センサナノ粒子が核内受容体の複合体形成を評価するうえでの指標とする。この凝集
度によってリガンドのアゴニスト活性を評価することができるかを検討した。 
 
37 
 
2－3 結果および考察 
2－3－1 機能性ペプチドの合成と精製 
 化合物 SRC1 において、HPLC によって分取精製を行った結果、目的化合物であると考え
られるシングルピークが確認できた（図 2-5）。また、MALDI-TOF-MS によって分子量の確
認を行った結果、理論値と実測値が一致した（図 2-6）。測定値 2332 [M+H+]、理論値 2331。
これらのことから高純度の SRC1 を得ることに成功したと考えられる。その後、凍結乾燥を
行い、SRC1 (205.4 mg)を得た。 
 化合物 PEG-SRC1 において、LC-MS により純度の確認を行ったところ、副生成物が主生
成物のピーク付近にあり(図 2-7)、HPLC での分取精製は不可能であった。また、LC-MS に
よって分子サイズを確認したところ、分子量は理論値(1820.99)と少しずれており、実測値は
1805.8 であった(図 2-8)。しかし、PEG との結合前の LC-MS の結果(図 2-9)から、分子量は
理論値（1556.89）と近いことから、ペプチド合成に問題があるとは考えられない。そのた
め、購入した PEG(Methioxytritul-S-dPEG4-acid, QUANTA BIODESIGN)を LC-MS により純度
と分子量の確認を行った(図 2-10)。その結果、理論値である 554.70 の分子量は得られなか
った。また、イオン化時に保護基のメチルトリチル基が取れた場合などを考えても、保護
基が取れた 282.11 の分子サイズをもつ物質は検出されなかった。これらのことから、購入
した時点で PEG(Methioxytritul-S-dPEG4-acid, QUANTA BIODESIGN)の構造が違う可能性が
高い。しかし、核内受容体の結合部位であるペプチド部分の合成は成功しているため、こ
のまま機能性ペプチドとして使用した。また、金粒子への修飾する際に未反応の機能性ペ
プチドを除去するため、遠心分離を行う。この時に PEG と縮合反応していない副生成物は
チオール基を持っていないため、金表面とメルカプチド結合できないので、除去すること
ができ、目的の機能性ペプチドのみを修飾することが可能である。 
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図 2-5 HPLC による SRC1 化合物の純度確認 33 
 
 
図 2-6 TOF-MS による SRC1 化合物の分子量確認 33 
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図 2-7 HPLC による PEG-SRC1 化合物の純度確認 
 
 
図 2-8 LC-MS による PEG-SRC1 化合物の分子量確認 
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図 2-9 LC-MS による PEG を縮合する前の SRC1 化合物の分子量確認 
 
 
 
図 2-10 LC-MS による PEG の分子量確認 
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2－3－2 機能性ペプチドと核内受容体の複合体形成確認 
 SRC1 の場合、図 2-11 に示すようにリガンドの違いによって核内受容体の SRC1 への吸着
量に変化が現れた。リガンドがない場合とアンタゴニスト活性物質である tamoxifen は同程
度の吸着量であることが示され、アゴニスト活性物質である E2 は他のサンプルに比べて吸
着量が多いことが見て取れる。これらのサンプルについて有意差検定（ｔ検定）行った。
ｔ検定は統計学的な仮定検定の一種で、二つの母集団が正規分布に従うと仮定し、二組の
サンプルに対して有意差があるかを判断する手法である。今回は、一般に分布の偏りによ
って生じる誤差ではないと考えられる有意差水準（P < 0.05）でｔ検定を行った。その結果、
リガンド無しと E2は有意差があると示された。つまり合成した SRC1 は固相表面へ固定化
された状態において、核内受容体とリガンド依存的な複合体形成することが確認された。 
PEG-SRC1 の場合も同様のリガンドの違いによって核内受容体の吸着量に変化が現れた（図
2-12）。これらのサンプルについてもｔ検定を有意差水準（P < 0.05）行ったところ、リガン
ド無しのサンプルと E2 のサンプルで有意差があると示された。つまり、PEG-SRC1 におい
ても固相表面上に固定化された状態において、核内受容体とリガンド依存的な複合体形成
することが確認できた。 
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図 2-11 金基板上における SRC1 の核内受容体のリガンド依存的な複合体形成 33 
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図 2-12 金基板上における PEG-SRC1 の核内受容体のリガンド依存的な複合体形成 33 
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2－3－3 金ナノ粒子への機能性ペプチド修飾 
機能性ペプチドを修飾した金ナノ粒子は、核内受容体が活性をもつ溶液中において分散す
ることが確認できた。機能性ペプチドを修飾しない場合（Bare）、溶媒を置換した際に凝集
してしまい、局所表面プラズモン共鳴による吸収スペクトルが変化している。しかし、機
能性ペプチドによって金ナノ粒子の吸収スペクトルに多少違いがあることが分かる（図
2-13）。その原因として、金ナノ粒子表面の誘電率の違いが考えられる。PEG-SRC1 は金ナ
ノ粒子表面において、PEG の層ができているため、SRC1 が固定化された場合の金ナノ粒子
表面の誘電率とは異なる。局所表面プラズモン共鳴による吸収スペクトルは金ナノ粒子表
面における誘電率から影響をうけるため、吸収スペクトルに違いが出たと考察できる。ま
た、金ナノ粒子に修飾するために機能性ペプチドを混合した際に、少し凝集した金ナノ粒
子ができた可能性もある。しかし、測定に影響を与えるほどの吸収スペクトルの違いでは
なく、問題は無い。 
 
図 2－13 溶媒置換後における機能性ペプチド修飾ナノ粒子の吸収スペクトル 33 
 
 また、粒子径測定結果を図に示す。ペプチド修飾（SRC1）前後での平均粒子径はそれぞ
れ 15.9nm , 21.6nmであった。これはペプチドの修飾によって粒子径が増加したと考えられ
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る。ゼータ電位測定結果を図に示す。修飾前後でゼータ電位が- 34.1 mVから- 9.53 mV へ変
化した。修飾後、溶媒置換により pH が中性に変化した際、修飾されたペプチド末端にある
アスパラギン酸が電離することで分散剤として働き、分散を保っていると考察する。 
 
図 2-14 ペプチド修飾前後における粒子径測定結果 
 
 
図 2-15 ペプチド修飾前後におけるゼータ電位測定結果 
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2－3－4 金ナノ粒子への修飾量変化 
金ナノ粒子の凝集が複合体形成によって引き起こされる最適な分子相を調べるために、
金ナノ粒子へのペプチド修飾量を変化させ（図 2-16）、核内受容体およびリガンドを混合後、
吸収スペクトル測定を行った。金ナノ粒子 SRC1 の場合、1μg/ml において溶媒置換時に金
ナノ粒子が分散を保つことができずに凝集した。そのほかの 5μg/ml（図 2-17）、10μg/ml
（図 2-18）においては分散を保っていた。5μg/ml においては核内受容体が混合することで
金ナノ粒子のスペクトル変化が 5 分の時点から観察される。しかし、30 分の時点でもリガ
ンドの違いに関わらず、リガンドが入っていない吸収スペクトルとほぼ同じであった。し
かし、2 時間後においてはアゴニスト活性を示す E2 が入っているサンプルだけ、他のサン
プルに比べて長波長側の吸収が増加している。これは金ナノ粒子表面の SRC1 分子と核内受
容体がリガンド依存的な複合体を形成し、金ナノ粒子を凝集させたと考えられる。10μg/ml
においては時間が経過してもすべてにサンプルにおいて吸収スペクトルはほぼ変化しなか
った。これは金ナノ粒子に SRC1 が多く修飾されたため、SRC1 分子が金ナノ粒子表面を覆
ってしまい、凝集状態にも関わらずスペクトルが変化しない。または核内受容体との複合
体が効率的にできず凝集状態にならないと考察できる。 
また、PEG-SRC1 の場合のスペクトルの挙動としては SRC1 と同様であり、1000μg/ml（図
2-21）のサンプルでは修飾された PEG-SRC1 が多いと考えられ、顕著なスペクトル変化は観
察されなかったが、反応 2 時間の時に若干ではあるが E2 サンプルだけ長波長側の吸収が大
きくなっていた。しかし、500μg/ml（図 2-19）のサンプルでは修飾された PEG-SRC1 が少
ないため、分散を保つことが難しく、核内受容体が存在するだけで激しいスペクトル変化
が起きてしまい、リガンド依存的な複合体形成によるスペクトル変化が観察されなかった。
750μg/ml（図 2-20）のサンプルではリガンド依存的な複合体形成によるスペクトル変化が
起きていた。さらに、5μg/ml SRC1 のサンプルよりも早く、リガンドの違いによるスペク
トル変化が起きている。このことから、SRC1 よりも PEG-SRC1 の方が効率的に核内受容体
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と複合体を形成することができると考察できる。これは、金ナノ粒子表面の PEG が親水的
であるため、疎水的である SRC1 の核内受容体結合部位が金ナノ粒子への非特異的な吸着を
抑制していると考えられる。スペクトル変化に最も影響を与える要因は、機能性ペプチド
の修飾量であることがわかった。修飾量多ければスペクトル変化が起きない、または遅い。
しかし、少ないとリガンド依存的な複合体形成を評価できないほど、凝集の速度が速い。
つまり、最適な修飾量で核内受容体と複合体を形成することが重要である。 
 
図 2-16 金ナノ粒子へのペプチド修飾量変化 
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図 2-17 5μg/ml SRC1 修飾金ナノ粒子のスペクトル変化 
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図 2-18 10μg/ml SRC1 修飾金ナノ粒子のスペクトル変化 
 
 
49 
 
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
400 500 600 700 800
O
.D
Wavelength (nm)
5min bare
ER
ER+E2
ER+tamoxifen
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
400 500 600 700 800
O
.D
Wavelength (nm)
30min bare
ER
ER+E2
ER+tamoxifen
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
400 500 600 700 800
O
.D
Wavelength (nm)
2h bare
ER
ER+E2
ER+tamoxifen
 
図 2-19 500μg/ml PEG-SRC1 修飾金ナノ粒子のスペクトル変化 
 
 
50 
 
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
400 500 600 700 800
O
.D
Wavelength (nm)
5min bare
ER
ER+E2
ER+tamoxifen
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
400 500 600 700 800
O
.D
Wavelength (nm)
30min bare
ER
ER+E2
ER+tamoxifen
0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
400 500 600 700 800
O
.D
Wavelength (nm)
2h bare
ER
ER+E2
ER+tamoxifen
 
図 2-20 750μg/ml PEG-SRC1 修飾金ナノ粒子のスペクトル変化 
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図 2-21 1000μg/ml PEG-SRC1 修飾金ナノ粒子のスペクトル変化 
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2－3－5 吸収スペクトルの経時変化とセンサナノ粒子としての評価 
PEG-SRC1を 750μg/mlの条件で固定化した金ナノ粒子の吸収スペクトルを核内受容体とそ
のリガンドを混合させ、経時的に測定した（図 2-22）。その結果、図 2-20 とは異なるスピー
ドでスペクトル変化していることが確認できた。これは化合物に PEG が存在するため、秤
量時に水分を吸収してしまい、PEG-SRC1 の濃度が変化したことによる、PEG-SRC1 の金ナ
ノ粒子への修飾量に違いが生じ、スペクトル変化に違いが出たと考察する。 
さらに、図 2-22の結果をリガンドの種類ごとにスペクトルを並べた結果（図 2-23）、リガン
ド依存的な極大吸収スペクトルのシフトが観察された。つまり、アゴニスト活性を示す E2
は核内受容体と複合体を形成し、金ナノ粒子を凝集させることで他のサンプルよりもスペ
クトル変化が速いことが確認できる。また、アンタゴニスト活性を示す tamoxifen は核内受
容体とは結合することができるが、機能性ペプチドとは特異的に複合体形成ため、スペク
トル変化はリガンドがない場合とほぼ変わりない。つまり、この手法は 30 分以内に核内受
容体のアゴニストスクリーニングが可能であるといえる。また、このスペクトル変化は
530nm付近においては吸収が減少し、600nm以降の長波長側の吸収が増加する。そのため、
凝集の度合いを表す指標として Abs700nm/Abs535nmをとり、反応時間に対して評価した（図
2-24）。このように凝集の度合いを表す吸光度を測定すれば、将来的には一度に網羅的解析
が可能であると考えられる。 
本センサナノ粒子では、金ナノ粒子における機能性ペプチドの修飾量が一定に保つこと
が必要とされる。なぜなら、修飾量が一定でなければ金ナノ粒子の凝集速度が変化してし
まい、再現性に問題が生じてしまう。しかし、この問題は修飾量をコントロールできれば、
さらに迅速にスペクトルが変化する可能性を秘めている。つまり、さらに迅速に核内受容
体のリガンドスクリーニングが可能なセンサナノ粒子が構築できると期待できる。 
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図 2-22 PEG-SRC1 修飾ナノ粒子の吸収スペクトル変化 33 
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図 2-23 PEG-SRC1 修飾金ナノ粒子のリガンド応答性 
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図 2-24 リガンド依存的な凝集度変化 33 
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2－4 結言 
 本章では、設計し合成した機能性ペプチドが金ナノ粒子表面において核内受容体が活性
をもつ条件の緩衝液中で金ナノ粒子を分散させることが確認できた。また、核内受容体の
複合体形成によって金ナノ粒子が凝集し、極大吸収スペクトルのシフトが生じるには機能
性ペプチドの修飾量が重要であることが考察された。修飾した機能性ペプチドが少ない場
合、金ナノ粒子は溶媒置換により、分散が保てなくなる。しかし、修飾量が多い場合、金
ナノ粒子表面において、機能性ペプチドが核内受容体と複合体形成できない状態になるか、
あるいは複合体形成しても機能性ペプチドが金ナノ粒子表面をコートしてしまい、局所表
面プラズモン共鳴(LSPR)が起きない状態になっていると考察できる。また、核内受容体の
リガンド依存的な複合体形成を評価する場合、SRC1 よりも PEG-SRC1 の方がスペクトルの
変化が起きやすい。これは金ナノ粒子表面で PEG-SRC1 の方が効率的に複合体を形成する
ことができると考えられる。これらのことは、三相二界面における分子相設計の重要性を
示す結果である。また、PEG 導入した機能性ペプチドが効率的に複合体形成し、極大吸収
スペクトルのシフトを示したことから、分子相への可動性付与の重要性も示唆している。 
既存のスクリーニング手法と本手法の比較を表 2-4 に示す。金ナノ粒子を用いた手法は
30 分以内に核内受容体のリガンドをアゴニストスクリーニングすることが可能で、他のス
クリーニング手法よりも High Through-Put に評価することができる HTA（High Through-put 
Analysis）であるといえる。   
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表 2-4 他のスクリーニング手法との比較 
分析法 評価対象 測定時間 簡便性 核内受容体とリガンドへの標識
受容体結合アッセイ法 リガンドの結合のみ 数分 ◎ 必要
コアクチベータを用いた
受容体結合アッセイ
アゴニスト活性評価 3時間程度 △ 必要無し
FRETを利用した
アフィニティ評価
アゴニスト活性評価 数分 ○ 必要
レポーターアッセイ法 アゴニスト活性評価
数時間～
10数時間 △ 必要無し
金ナノ粒子を用いた
アフィニティアッセイ
アゴニスト活性評価 30分以内 ◎ 必要無し
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第 3章  
可動性を持つ固定化酵素の分子相形成と 
その特性解析 
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3－1 緒言 
3－1－1 固定化酵素  
 酵素は生体触媒とも呼ばれ、常温常圧で触媒機能を持ち、エネルギー効率が高い。さら
に、反応において基質特異性を持つため、よく鍵と鍵穴の関係に例えられる。酵素はアミ
ノ酸配列から複雑な立体構造をとり、その中の特定部位（活性中心）に適応した基質のみ
と結合する。このように酵素－基質複合体を形成して反応が進むため、酵素は基質特異性
を持つ。酵素の基質特異性およびエネルギー効率の高い触媒反応は人工的に模倣が難しく、
代替材料がない。この特異的反応を利用して、以前から反応素子として、バイオデバイス
の分野、バイオセンサ、バイオリアクタ、バイオバッテリー、バイオチップにおいて工業
的に応用されている 1, 2。しかし、前述の分野において応用が先行したため、分子論的考察
がなされていない。つまり、分子が固定化されることによって分子の拘束が生じてしまい、
本来の機能を発現できない点に関しての研究があまり進んでいない。酵素は活性中心にお
いて基質と結合することにより、特定の反応を進める。そのため、分子の拘束による機能
発現の低下は、分子サイズが大きいほど顕著であり、分子サイズの大きい酵素は、固相上
において本来の機能を十分に発揮しているとは言い難い。そこで、本研究のコンセプトで
ある「三相二界面」と「可動性付与」のコンセプトを固定化酵素に適応させることで、分
子の拘束による機能発現の低下や、今まで発現できなかった酵素機能の素子化が可能とな
る。まず、次節で既存の酵素固定技術について述べ、改めて固定化酵素が持つ課題につい
て考える。 
 
3－1－2 既存の酵素固定化技術  
 分子機能を界面機能に付加するために、様々な手法で分子が固相へ固定化されてきた。
特に生体分子が持つ、基質特異性や分子認識などの分子機能を界面機能として利用する際
には、変性による失活で分子機能が損なわれないようにしなければならない。酵素はタン
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パク質であり、その構造主鎖はアミノ酸によって構成されている。このアミノ酸を利用し
て、共有結合、イオン結合、物理吸着などによって、担体や酵素同士を結合させる方法が
とられている 3-8。以下に主な酵素固定化技術を記す。 
 
① 担体結合法 
共有結合で固定化した場合、固相から酵素が脱離することはない。しかし、酵素が部分
的な修飾を受けることにより、酵素の高次構造が変化してしまう可能性がある。そのため、
活性中心に変化が生じ、失活や活性の低下が考えられる。また、固相へ強く拘束されるこ
とにより、酵素の可動性が制限され反応物質との相互作用が起こりにくくなる。さらに、
結合させる官能基が酵素表面に複数存在する場合、酵素の配向性がランダムとなり、固定
化された酵素の反応性が異なる原因になる 8-11。イオン結合で固定化する場合は、一般的に
結合力が弱く、固定化担体から脱離する可能性がある。物理吸着で結合した場合、基本的
に疎水性相互作用などの力により、固相へ固定化される。この方法も結合力は一般的に弱
く、また疎水ポケットが活性中心となっている場合が多いため、分子機能を損なう可能性
が高い。分子の相互作用を用いた固定化法も利用されている。アビジンとビオチンは特異
的に相互作用することによって非共有的に結合する。固相や固定化分子にこれらを導入す
ることにより、配向性や固定化の接点を制御することができる。また、ヒスチジンのイミ
ダゾール基がニッケルイオンとキレートすることを利用して、ヒスチジンタグを導入した
酵素を固相へ固定化することができる。 
② 架橋法 
 複数の官能基を持つ試薬とタンパク質を反応させることにより、酵素同士が架橋され、
ひとつの巨大分子となる。おもに架橋剤としてグルタルアルデヒドやトルエンジイソシア
ネートなどが使われるが、酵素の架橋されることにより、変性してしまう可能性が高い。
また、タンパク質を大量に使うにも関わらず、再現性よく機能を発揮するとも限らない。 
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③ 包括法 
 高分子ゲルなどに酵素を包括させ、そのゲルごと固相へ固定化する方法も報告されてい
る 12-14。一般に酵素への修飾が起こりにくく、変性する可能性は低いとされているが、固定
化条件によっては変性が起こり、機能の低下や失活が生じる。また、高分子内に拘束され
ることにより、基質との反応性低下がおこる可能性があるため、ホモジニアスな環境と同
じように反応することは難しい。 
 表 3-1および図 3-1 に上記のまとめと模式図を示す。このように分子の固定化技術は多く
あるが、固定化することによる可動性の低下に関する視点での研究は少ない。本研究では、
「三相二界面」のコンセプトのもと、固定化分子相の可動性の観点から研究を進め、新た
な機能付与や機能の向上を試みる。 
表 3-1 各固定化法のまとめ 
 
 
図 3-1 各固定化法の模式図 
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3－1－3 自己組織化酵素膜（HFBI と GOx-HFBI） 
 我々は Trichoderma reesei 由来のタンパク質 HFBI に着目した。この HFBI は hydrophobin
（糸状菌由来のタンパク質）の classII に属する分泌タンパク質であり、8つのシステイン残
基をもち、4つのジスルフィド結合を有する 15-20。その結合により、疎水性部位が表面に露
出した構造を持ち、親水性部位、疎水性部位が分かれて存在することから両親媒性の機能
を発揮する。また、この HFBI は気液界面および固液界面において自己組織化膜を形成する
ことが知られている 21-24。本研究ではこの両親媒性機能および自己組織化膜を形成する機能
に着目し、酵素の固定化キャリアとして利用する 25, 26。 
 今回、モデル酵素としてグルコースオキシダーゼ（GOx）と HFBI の融合分子を構築した。
GOx は D-グルコースを D-グルコノラクトンに酸化する酵素であり、バイオセンサなどに使
用される酵素である。GOx の触媒反応には補因子としてフラビンアデニンジヌクレオチド
（FAD）が必要であり、触媒反応おいて電子受容体として働く。また、酸素と反応して、過
酸化水素を副生成物として生産する。融合分子の発現および精製は Jussi らが植物（Tabacco）
を利用した HFBI との融合タンパク質発現手法を確立しており、このタンパク質生成システ
ムを用いて融合分子（GOx-HFBI）の発現および精製を行った 27。 
これら HFBI および GOx-HFBI の模式図を図 3-2 に示す。また、この二種類の分子を用いて
酵素を含んだ自己組織化膜（自己組織化酵素膜）の構築を構想した（図 3-2）。2 種類のタン
パク質の混合比率を変化させることにより、自己組織化酵素膜の酵素含有量を変化させる
ことが可能である。つまり、固相における酵素固定化量が調節することが可能であること
を示唆する。この固定化手法は HFBI が固定化キャリアとして機能することにより、固定化
接点と反応点がリンカーを介して分離される。そのため、基板への吸着や高分子の包括に
よる変性は起こらない。更に、分子間のリンカー設計により可動性を付与することも可能
である。また、この融合分子は遺伝子工学的手法を用いてプラスミド構築しているため、
化学結合法のように、化学修飾による酵素の変性も考えられない。 
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図 3-2 HFBI と GOx-HFBI の模式図とそれらの自己組織化酵素膜 
 
3－1－4 固定化酵素への可動性付与 
前述したとおり、遺伝子工学的に GOx-HFBI 分子のプラスミドを構築した。このとき、
HFBI と GOx をつなぐリンカーは Glucoamylase G1 linker を用いた。このリンカーは 21 残基
中、15 残基がセリンとスレオニンから構成されているペプチド鎖であり、両アミノ酸とも
側鎖が小さいため、高い柔軟性を持つ。そのため、本手法で構築した自己組織化酵素膜の
GOx へ可動性を付与することが可能である。本章の「既存の酵素固定化技術」で述べたよ
うに、固定化された酵素分子は固相へ拘束されるため、Homogenous 状態である非固定環境
において十分に触媒機能を発揮することができない。本手法は、固定化酵素へ可動性を付
与することにより、Heterogeneous な状態である、固定化された酵素が十分に触媒機能を発
揮することが可能となる。また、本手法で形成した自己組織化酵素膜は二種類の分子（HFBI
と GOx-HFBI）の混合比率を変化させることにより、酵素の固定化密度を変えることができ
る。これにより、酵素の可動性領域を変化させることが可能である。 
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3－1－5 本章の目的 
本章の目的は、固定化酵素の固相への拘束によって酵素活性が低下する課題に対して、
可動性を付与することにより固定化酵素の活性を向上させることである。前述した自己組
織化タンパク質 HFBI を固定化キャリアとした固定化手法は、固定化接点と反応点がリンカ
ーを介して存在するため、酵素へ可動性を付与することができる。また、HFBI と GOx-HFBI
を混合することで自己組織化酵素膜を形成させるが可能である。この自己組織化酵素膜を
分子相とみなし、分子相における酵素密度を変化させることにより可動性を変化させる。
そのときの酵素活性を測定し、可動性が与える影響を検証する。本研究では、Quartz Crystal 
Microbalance with Dissipation （QCM-D）を用いて、自己組織化酵素膜の形成を確認し、固
定化した酵素量を求める。さらに、エネルギー散逸である Dissipation の測定値から、酵素
の固定化状態について考察する。また、酵素密度を変化させた自己組織化酵素膜を構築し、
固相上における酵素活性を測定することで、可動性と固相における酵素活性について考察
する 28。これらの結果から、固定化酵素への可動性付与が有効であることを示し、三相二界
面および可動性付与のコンセプトの重要性を示す。 
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3－2 実験 
3－2－1 QCM-D 測定 
固相上の自己組織化酵素膜形成やその固定化量を QCM-D（Q-sense E4, BiolinScientific, 
Sweden）により測定した。測定に用いるセンサは金コーティングされており（QSX301, 
BiolinScientific, Sweden）、前処理として、ヘキサンチオールによって疎水化した上で使用し
た 29。まず、UV-オゾン処理を 10分間行い、H2O/NH3/H2O2を 5:1:1 の割合で混合した溶液
に 50℃、10 分浸すことで、表面の有機物を除去した。その後、エタノール溶液に 2 分間浸
すことで洗浄し、50mM ヘキサンチオール/エタノール溶液に常温で一晩浸漬することで、
センサ基板の疎水化を行った。 
QCM-D 測定は 20mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で行い、測定サンプルのタンパク質溶液は、
すべて 3.72μM の濃度で調製した。測定はフローシステムを用いて、流速 100μL/min の条
件で測定した。固定化および吸着量の計算は周波数変化から Sauerbrey の式を用いて算出し
た（⊿m = −C⊿f/n, ⊿m:吸着量, C: 1.77 ng Hz−1cm−2, n: 3 [overtone]）30, 31。また、本測定で
用いた QCM-D は振動エネルギーの散逸量（⊿D：dissipation ）を同時に測定することがで
きる（図 3-3）。この⊿D の値から、構築した自己組織化酵素膜の粘弾性について考察でき
る。この粘弾性は自己組織化膜上の酵素部分による影響を強く受ける。そのため、⊿D の測
定値から酵素の持つ可動性について考察した。 
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図 3-3 QCM-D の測定原理 
 
3－2－2 固相上における酵素(GOx)活性測定 
 QCM-D センサに固定化した GOx 活性は ABTS assayにより測定を行った。この手法はグ
ルコースの酸化により生じる過酸化水素が 2,2`-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid
（ABTS）を酸化し色調変化することで、その変化量から酵素活性を測定することができる。
反応溶液は 100mM リン酸緩衝液（pH 7.0）に ABTS：0.91mM、D-glucose：1M、Horseradish 
peroxidase：0.76μM を溶解させ調製した。この溶液を 2mL に GOx が固定化された QCM-D
センサを浸漬させ 25℃で反応させた。1、3、5、10、15、20、25 分の反応溶液を採取し、
吸光度（OD436）の測定を行った。この測定値から GOx の酵素活性を計算し、様々な条件で
固定化した酵素の活性を比較した。（oxidated-ABTS のモル光吸係数（436nm）：29300M-1cm-1） 
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3－3 結果および考察 
3－3－1 自己組織化酵素による分子相形成 
図 3-4 に示すように、経時的に金コーティングされた QCM センサ表面への HFBI 吸着挙
動を観察した。HFBI は気液界面および固液界面において、自己組織化膜を形成することが
知られている。そのため、洗浄しても HFBI の剥離は QCM 測定の周波数変化において観察
されなかった。それに比べ、GOx のみ、および GOx-HFBI のみを吸着させた場合、洗浄す
ると、剥離していく様が同測定において観察された。これは固相へタンパク質分子の吸着
が弱いことを示している。GOx-HFBI は GOx に比べ HFBI 分子が小さいため、立体障害に
よって自己組織化膜を形成することができないと考察できる。 
 また、HBFI の自己組織化膜上に静電的に GOx を吸着させた場合（溶液を 10mM 酢酸
緩衝液（pH 4.8）にすることでGOxの正電荷とHFBIの負電荷が生じて、静電的に吸着する）、
洗浄しても剥離しないことが観察された 32。 
HFBI と GOx-HFBI を 9：1 の割合で混合した場合、洗浄しても固相に吸着した HFBI およ
び GOx-HFBI は剥がれないことが示された。これは GOx-HFBI の HFBI が固定化キャリアと
して働いていることを示しており、混合することによって酵素を含んだ自己組織化酵素膜
を形成していると考察する 25, 26。 
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図 3-4 タンパク質吸着による周波数変化 
a) GOx, b) GOx-HFBI ,c) GOx on HBFI membrane, d) Mix of GOx-HFBI and HFBI
28
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3－3－2 酵素の固定化量と固定化状態および酵素活性 
QCM-D 測定後、固相における酵素活性の測定結果を図 3-5 に示す。GOx-HFBI の固相に
おける酵素活性は、GOx 単体を固定化した場合に比べて高い活性を示めした。また、エネ
ルギーの散逸を表す⊿D の値を図 3-6 に示す。前述した通り、⊿D は吸着物の粘弾性を解析
することができる。測定の結果、GOx を静電的に HFBI の自己組織化膜へ吸着させたものが、
最もエネルギー散逸の大きい値を示した。それに比べ GOx-HFBI を固定化したものは、低
い値を計測した。これは、GOx-HFBI が HFBI の自己組織化膜に吸着していないことを示し
ている。つまり、GOx-HFBI の GOx は図 3-7 に示すように、HFBI 膜に接触せず、リンカー
を介してHFBIと繋がっているため、⊿Dの値に影響を及ぼすが小さくなったと考察できる。
これは GOx-HFBI の HFBI が固定化キャリアとして働き、GOx が固相に拘束されることを
防いでいると言え、GOx が可動性を持つ固定化法であることを示唆する結果である。また、
この可動性が固相において高い酵素活性を示す（図 3-5）要因であると考えられる。 
固定化された酵素と固相が近いと酵素は拘束される。この拘束は以下のようなことで酵素
活性を低下させる。 
① 固相との吸着などの影響により変性 
② 配向性による基質との結合阻害 
③ 分子運動阻害による基質との結合阻害 
つまり、GOx-HFBI は可動性を持って固相に存在することで、上記の要因を解消し、固相に
おいても高い活性を示したと考えられる。 
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図 3-5 タンパク質の吸着量とその酵素活性 28 
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図 3-6 周波数のエネルギー散逸 28 
 
 
図 3-7 GOxの固定化状態 
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3－3－3 酵素の固定化量変化  
 タンパク質の吸着挙動を同条件にするため、GOx-HFBI と HFBI の総モル量一定にし、混
合比率（表 3-）を変化させたところ、図 3-8 に示すように固定化するタンパク質量を変化さ
せることに成功した。そのとき、固相における酵素活性は固定化タンパク質量に比例して
減少することが確認された。これは自己組織化酵素膜の GOx-HFBI 含有量が変化している
と考察できる。また、GOx-HFBI：HFBI の混合比率が 1：1、1：9、1：19 の固定化量およ
び固相における酵素活性は、ほぼ同じであることが確認された。これらの結果は、1：1～1：
19 の比率で混合した場合、構築された自己組織化酵素膜がほぼ同じであることを示してい
る。さらに、構築した自己組織化酵素膜を D-f plot にて解析した（図 3-9）。D-f plot はエネ
ルギー散逸変化（⊿D）と周波数変化（⊿f）をプロットしたもので、QCM-D センサ上に吸
着したタンパク質の吸着量とその粘弾性を同時に評価することができる 33-35。その結果、
GOx-HFBI：HFBI の混合比率が 1：1～1：19 の自己組織化酵素膜は、構築過程は違うが、
洗浄してできあがる膜はほぼ同じ⊿D および⊿f を示した（⊿D = 2 ,⊿f = 55 Hz）。これは 1：
1～1：19 の自己組織化酵素膜において最終的には同様の比率で GOx-HFBI が存在している
ことを示す。また、GOx-HFBI の混合比率が大きい場合、非特異的に吸着し、⊿D および⊿
f が大きくなるが、洗浄することによって剥離していることがわかる。1：24、1：49、1：
74、1：99 の混合比で固定化を行った場合、GOx-HFBI の比率が減少すれば、それに依存し
て⊿f は減少するが、⊿D の変化はあまり見られない。つまり、洗浄による剥離が起こって
おらず、自己組織化酵素膜の GOx-HFBI の含有量が減少していることを示している。 
 
表 3-1 GOx-HFBI の混合割合 
GOx-HFBI　：　HFBI 1：0 1：1 1：9 1：19 1：24 1：49 1：74 1：99
GOx-HFBIの割合 100% 50% 10% 5% 4% 2% 1.3% 1%
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図 3-8 酵素の固定化量とその酵素活性 28 
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図 3-9 自己組織化酵素膜の D-f plot28 
 
 
 
 
 
 
76 
 
3－3－4 固定化酵素の可動性と酵素活性の関係  
 GOx-HFBIとHFBIの混合比率を変えると、GOxの固定化量を制御できることがわかった。
また、自己組織化酵素膜の GOx-HFBI 含有量に依存して酵素活性も変化することも確認で
きた。この結果をふまえて、固定化された酵素一分子あたりの占有面積を求めた。図 3-10
に GOx-HFBI と HFBI を混合して構築した自己組織化酵素膜の GOx の占有面積と固相上
における見かけ上の比活性を示す。1：1～1：19の比率で混合した場合、GOxの占有面積は
約 20nm2と算出された。GOx のモノマーのサイズが 3.7nm×5.2nm×6nmであり（図 3-11）、
高密度に固定化されていると考えられる。つまり、自己組織化膜が単分子層で形成される
ため、GOx の立体障害により固定化密度が飽和状態に達していると考察できる。 
 GOx-HFBI の混合割合を減少させていくと、占有面積が増加する。このとき、見かけ上の
比活性が、高密度に固定化されている場合に比べ増加していることが確認できる。これは、
前述の GOx が高密度に固定化されたことにより、GOx 同士の立体障害が分子運動を阻害し
ていることを示している。GOx の可動域が増加することによって、分子運動の阻害が解消
され、基質とのアクセスビリティが良くなり、固相上においての酵素比活性増加に繋がっ
たと考察する。 
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図 3-10 固相上における GOxの占有面積と見かけ上の比活性 28 
 
 
 
 
 
図 3-11 GOx-HFBI のサイズ 
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3－4 結言 
 本章では、自己組織化タンパク質 HFBI を固定化キャリアとして利用し、固定化酵素の活
性向上について研究を行った。酵素は固定化されることにより固相へ拘束され、本来の機
能を十分に発揮できない。そこで我々は固定化された酵素へ可動性を付与することにより、
固相上においても、十分に機能を発揮できるような三相二界面（本章では自己組織化酵素
膜）を設計し、構築した。まず、QCM 測定により周波数変化から自己組織化酵素膜の形成
を示した。また、その周波数変化とエネルギー散逸から、酵素の固定化量および固定化状
態（固相への拘束）について考察し、酵素の固定化状態から可動性と酵素活性について議
論した。固相において、可動性を持つことにより酵素活性が向上すると結論づけた。更に、
自己組織化酵素膜を構成する二分子（GOx-HFBI と HFBI）の混合比率を変化させることに
より、酵素の固定化量を変化させることに成功した。この固定化量変化の結果から、固定
化された GOx-HFBI の占有面積および見かけ上の比活性について考察し、GOx の可動域が
増加することによって、見かけ上の比活性が向上した。これは GOx の可動域が広くなった
ことにより、可動性が良くなったためであると考えられる。その結果、基質とのアクセス
ビリティが改善され、見かけ上の比活性が向上したと結論づける。 
これらの結果から、固定化されることによる固相への酵素の拘束を、可動性付与により、
高い活性を示すことが明らかとなった。これらのことは、分子界面の重要性および、分子
相への可動性付与のコンセプトが固定化酵素の活性向上に寄与したことを示す重要な結果
である。本コンセプトが生体分子を素子として利用するデバイス（バイオセンサ、バイオ
リアクタ、バイオバッテリー、バイオチップなど）に応用することで、機能向上に貢献で
きると考える 36-40。 
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第 4章 
 分子相の可動性変化による 
光励起電流応答の解析 
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4－1 緒言 
4－1－1 有機分子の半導体デバイス応用 
半導体は特異なバンド構造 1-4を持ち、熱、光、などのエネルギーを与えることにより電
気伝導性が変化する。また、n型半導体と p型半導体を接合したダイオードは、整流特性を
持つため、半導体は今日の電子機器などには欠かせない存在となっている。近年、LSI など
の半導体デバイスが非常に普及した結果、半導体価格の低下をまねいている。そして半導
体の新たな機能化や方途が世界的に、特に我が国で求められている。半導体材料を機能化
するにあたり、半導体界面におけるナノレベルでの分子制御技術が必要とされている。そ
の分子制御のターゲットとして、有機分子が注目されている。有機分子は多様な分子機能
や低コスト生産などの面からエレクトロニクス分野への応用が期待されており、次世代型
電子デバイスと位置づけられている。 
これらの次世代型電子デバイスとして色素増感太陽電池 5-7や光励起電流 8を利用したバ
イオセンサなど研究が進められているが、半導体表面におけるナノレベルの分子層制御が
大きな壁となっている 9。半導体表面において有機分子層を精密に構築することは極めて困
難である。たとえば、トリクロロシリル基とヒドロキシ基を共有結合させた場合、修飾す
ることができても、固定化密度や分子配向性の精密な分子層制御は困難である。そのため、
縦横の分子配向が制御できる分子固定化法は次世代型分子デバイスの開発へむけてのブレ
イクスルー技術である。 
本研究室では、独自の分子固定化技術である EC tag（Electro Chemical tag）法を開発した。
この手法は縦横の分子配向が制御できる方法であり、電気化学的還元によって分子を固定
化するため、導電性材料である金属および半導体へ分子をナノレベルで精密に制御し、固
定化することが可能である。 
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4－1－2 EC tag法 
 EC tag 法とは遷移金属と非環状ペプチドからなる金属錯体が配位結合を保持したまま、
電極表面へ電解還元されることにより析出する界面現象を利用し、固相表面に固定化する
技術である 9-12。配位構造を保持したまま、電子の授受が起こる現象は、フェリシアン化カ
リウム/フェロシアン化カリウムやフェロセンなど電気化学実験に用いられるほか、生体内
にもポルフィリンと鉄からなるヘムタンパク質 13, 14 やポルフィリンとマンガンからなるク
ロロフィル 15 などが良く知られている。しかし、配位結合を保持したまま電子の授受が起
こる現象は多く報告されているが、金属が還元され析出しても、配位結合を保持している
現象は無く、本研究室独自に見出した「レドックス界面における中性金属錯形成現象」と
位置づけている。 
すでに本研究室において、先行研究として様々な金属（銅、ニッケル、コバルト）を用
いた、EC tag 法によるペプチドの固定化を確立している。また、配位子として非環状ペプ
チドを用いるため、バイオセンサやプロテインチップなどを目的としたタンパク質固定化
法として、有用であると考えられる。さらに、この手法は電極の印加電位を操作すること
により、固定化目的タンパク質の固定化・脱離が簡易的に行うことができる。これを利用
したタンパク質精製法も確立している。さらに、EC tag 法により固定化された金属は原理
的に単原子で析出ため、高い触媒活性を持つことが期待される。 
この EC tag 法は固定化目的分子を直接、基板に固定化するのではなく、EC tag部分を介
して固定化されるため、固定化される分子の機能を損なわないと考えられる。また、タグ
部分が固定化接点となるため、固定化分子の配列を設計することで、デバイス界面への高
度な設計とその制御を行うことが可能となる。つまり、本論文で提唱している可動性分子
相界面の構築を実現する固定化手法であるといえる。本研究では EC tag 法を用いて、半導
体表面に可動性分子相を構築する。 
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4－1－3 光励起電流 
 ここで、光励起電流について説明する。光励起電流とは一般に言われる光電流とは区別
して定義する（ここでの光励起電流とは広義で使われる光電流の一部を示す）。光電流とは
光電効果（内部光電効果と外部光電効果）により生じた電流のことである。ここでの光励
起電流とは、色素増感太陽電池で用いられるような、色素において光励起のより生じた電
子が二酸化チタンなどの半導体へ電子注入することによって生じる電流である。図 4-1 に示
すように、光励起電流の律速は①光励起の量子収率②二分子間の電子移動、の二つが存在
する。②二分子間の電子移動に関しては二分子の距離が最も大きく影響し、距離は離れる
と電子の移動効率が大きく減少する。つまり、固相と光励起分子の距離を精密に調節する
ことができれば、電子移動効率を制御することが可能となる。前述したとおり、本研究室
で開発された EC tag法は、目的に応じた分子相を構築することができる。そのため、構築
する分子相を調節することによって光励起電流応答の制御が実現できる。 
 
図 4-1 光励起電流の律速段階 
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4－1－4 光励起電流と分子の可動性  
 電子移動において、最も移動効率に影響を及ぼす要因は移動距離である。電子の移動
距離の限界は、周囲の環境によるが、約 1 nmと言われている。そのため、電極に電流が流
れることは、電極から 1 nm以内の物質と電子の授受が行われたことを示す。本研究室の若
林院生が電子移動速度と固定化密度の相関性について研究を推進している。電極から 1 nm
以上はなれた場所に酸化還元物質が存在する分子相を構築した場合、形成した分子相の密
度が変化することにより、電子移動速度が変化するとの報告がある（図 4-2）。これは可動
性により電子授受が変化することを示唆する結果である。そのため、図 4-3 に示すように、
光励起分子が可動性を持つように半導体表面に固定化した場合、光励起電流を制御するこ
とが可能となる。さらに、この可動性を付与する部位に、分子認識機能を持たせることに
より、特異的な結合の影響で可動性を阻害することができる（図 4-4）。このような分子相
設計は光励起電流応答の変化により特定物質を検出するセンサへの応用が可能である。 
 
図 4-2 固定化密度と電子移動速度の関係 
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図 4-3 分子相の可動性が及ぼす光励起電流応答の変化 
 
 
図 4-4 光励起電流へ向けた分子相設計 
 
4－1－5 光励起電流を利用したアフィニティセンサ 
本研究では光励起電流を利用したアフィニティセンサの開発を試みる。光励起電流は、
色素増感太陽電池の原理と同様で、光を照射することにより、光励起分子から電子が励起
され、基板の半導体（本研究では FTO：Fluorine Tin Oxide）の伝導体へ電子が移動し、対極
の白金からヨウ素 I2/I3を介して光励起分子の HOMO へと戻ることにより、電流が流れる
16
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（図 4-5）。光励起電流を利用したアフィニティセンサは、この電流量の変化により、検出
目的物を検出する。前節で述べた図 4-4 に示す分子相を形成するために、固定化分子（セン
サ分子）は固定化接点、分子認識領域、光励起分子の順となるよう設計した。次に、この
センサ分子を基板上に固定化し、基板上に図 4-4のような分子相を形成する。形成した分子
相へ光を照射することで、光励起電子が基板へ流れる。センサ分子の分子認識部位に検出
目的分子が結合することにより、光励起電子の移動を妨げるため、光励起電流が減少する
（図 4-6）。 
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図 4-5 光励起電流測定回路の概略図 
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図 4-6 固相における結合分子による光励起電流阻害の概念図 
 
4－1－5 本章の目的 
 本章の目的は、固定化分子を設計し、EC tag 法により電極基板上に可動性分子相を形成
させ、光励起電流と固定化分子の可動性との関係を明らかにすることである。前述の通り、
光励起電流が生じるにあたって二つの律速段階が存在する。EC tag 法を利用して精密に分
子相を構築し、可動性を調節することにより電子移動過程の制御を試みる。可動性の違う
固定化分子を二種類、設計および合成し、電極基板上に固定化する。その際に、可動性が
光励起電流に与える影響を観察する。また、光励起電流を利用したアフィニティセンサ開
発に向けた、分子認識部位を持つセンサ分子も設計し、合成する。EC tag 法によりセンサ
分子相を形成し、光励起電流の応答を観察する。分子認識部位の特異的な複合体形成によ
って光励起電流の減少を確認する。これらの結果から分子界面および可動性付与のコンセ
プトの重要性を示す。 
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4－2 実験 
4－2－1 固定化分子の設計  
EC tag法によって形成される分子相へ可動性の付与を行うため、固定化される分子（図
4-7）の以下の 3 つの部位から構成されるように設計を行った。 
① 光励起部位（Cy3） 
② リンカー部位（ヘキサグリシン or ヘキサプロリン） 
③ 固定化部位（ヘキサヒスチジン） 
光励起部位である Cy3 は疎水性の高い物質であり、水溶液中において凝集を引き起こす可
能性がある。そのため、Cy3 の近傍に親水性の高い PEG（Polyethilen Glycol）を導入するこ
とにより、凝集を抑制する。リンカー部位はヘキサグリシンとヘキサプロリンの二種類か
らなる固定化分子を合成することにより、分子相を形成時における可動性の変化を目論み、
設計した。また、センサ化を行うため、特定分子を認識するセンサ分子も構築した。固定
化接点はヘキサヒスチジンで構成されており、Cu2+などの遷移金属を混合することで、錯体
を形成する。本研究では配位金属として Cu2+を用いた。 
His ― His ― His ― His ― His ― His Gly ― Gly ― Gly ― Gly ― Gly ― Gly ―
His ― His ― His ― His ― His ― His Pro ― Pro ― Pro ― Pro ― Pro ― Pro ―
①光励起部位（Cy3） ②リンカー部位 ③固定化部位
 
図 4-7 固定化分子の設計 
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また、光励起電流を利用したアフィニティセンサのための EC tag分子を設計した（図 4-8）。
第二章で用いたリガンドにより活性化されたエストロゲンレセプター（ER）を認識する
SRC1 配列をリンカーおよび分子認識部位として導入した。この分子設計では、複合体形成
時に固定化分子の可動性が疎外され、光励起電流が減少する。 
His ― His ― His ― His ― His ― His SRC1
― Leu ― Thr ― Glu ― Arg ― His ― Lys ― Ile ― His ― Arg ― Leu ― Leu ― Gln ― Glu ― Gly ―
SRC1 配列
①光励起部位（Cy3） ②リンカー部位（分子認識部位） ③固定化部位
 
図 4-8 光励起電流を利用したアフィニティセンサのための固定化分子設計 
 
4－2－2 固定化目的分子の合成 
設計した目的分子は、固相合成法により合成した。合成手順は第二章のペプチド合成と
同様である。ただし、リンカー部位が Pro6と Gly6のものは、手動で合成した。リンカー部
位が SRC1 のものは第二章と同様の自動ペプチド合成機を用いて行った。 
 目的物の確認は HPLC（High Performance Liquid Chromatography ）および UPLC（Ultra 
Performance Liquid Chromatography）によって純度を解析し、MALDI-TOF-MS （Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight Mass Spectrometry）と FAB-MS（Fast Atom 
Bombardment Mass Spectrometry）で分子量の確認を行った。 
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4－2－3 EC tag 分子の固定化条件検討 
先行研究により Cu2+とヘキサヒスチジンを EC tag 分子として用いた場合、連続変化法の結
果から Cu2+とヘキサヒスチジンの最適な混合比率は 1：1（pH 5）であると明らかになって
いる。すでに本研究室では、白金などの貴金属電極への分子固定化について、最適な印加
電位を求めてきた。この分子固定化に最適な電位は電極材料の特性や形状など、様々な要
因によって大きく変化する。そのため、100M EC tag溶液（100M Cu2+, 100M Cy3-PEG-His6, 
100M -cyclodextrin）を作成し、下記の条件で EC tag分子の固定化電位をノーマルパルス
ボルタンメトリー（NPV）測定により求めた。なお、-cyclodextrin は Cy3 が FTO 基板に非
特異的に吸着することを防ぎ、電気化学的測定を阻害しないことが報告されている 17)。 
 
支持電解質：100mM KNO3 
作用極：FTO（フッ素ドープ酸化スズ）基板 対極：Pt 作用極：Ag/AgCl 
パルス周期：1005 ms パルス幅：5 ms パルス高さ：- 10 mV 基底電位：200 mV 
 
4－2－4 光励起電流測定 
EC tag分子が固定化された FTO 基板を、I2-/I3-溶液を介して Pt 基板に接続した（図 4-9）。無
抵抗電流計を用いて、固定化分子層に波長 525nm の Cy3 励起光を照射して回路を流れる光
励起電流値を測定した。測定では、励起光照射時間は 30 秒として実験を行った。 
Pt板
FTO
溶液
無抵抗電流測定計
光
 
図 4-9 光励起電流測定時の回路図 
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4－3 結果および考察 
4－3－1 固定化分子の合成 
リンカー部位がGly6と Pro6の的化合物は、FAB-MSにより目的化合物の合成を確認した。
FAB-MS の結果から、両分子ともに目的化合物の分子量が確認できたことから目的物の合成
に成功した。両分子共に、HPLC によって精製した結果、図 4-10 示すように純度がそれぞ
れ 79％と 96％であり、目的化合物を高純度に得ることができた。リンカー部位が SRC1 の
化合物は MALDI-TOF-MS により目的化合物の分子量が確認され、図 4-11 に示すように高
純度で得られた。 
 
 
図 4-10 UPLC による目的化合物の純度測定（上：Cy3-PEG-Gly6-His6 下：Cy3-PEG-Pro6-His6） 
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図 4-11 Cy3-SRC1-PEG-EC tag の HPLC 分析結果 
 
4－3－2 EC tag 法による分子固定化 
 NPV測定によるボルタモグラムを図4-12に示す。-500mV vs Ag/AgCl付近にEC 
tag-Gly6-miniPEG-Cy3分子の還元ピークが観測された。KNO3溶液で同様の実験を行った
結果では-500mV vs Ag/AgCl付近にピークが見られないことから、FTO基板におけるEC 
tag分子の固定化電位は-500 mVであると考えられる。また、実際に-500 mV vs. Ag/AgCl
の条件でFTO基板にEC tag-Gly6-PEG-Cy3分子を固定化し、蛍光顕微鏡で蛍光観察を行っ
た結果を図4-13に示す。電極反応部位においてCy3の蛍光が観察された。これらのことから
FTO基板においてのEC tag分子固定化電位は-500 mV vs. Ag/AgClと決定した。 
-150
-100
-50
0
-1 -0.5 0
cu
rren
t[μ
A
]
potential[V] vs Ag/AgCl
KNO3 EC tag
 
図 4-12 NPV 測定による EC tag 分子の固定化電位測定 
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図 4-13 Cy3 蛍光画像による EC tag分子の固定化確認 
 
4－3－3 光励起電流応答測定 
合成した EC tag 分子（Cy3-PEG-Gly6-His6 と Cy3-PEG-Pro6-His6）を 4－3－2 で求めた条件
で固定化し、光励起電流を測定した。まず、固定化密度を変化させるため、それぞれの EC 
tag溶液の濃度を調整し、固定化電位を 10 分間印加した。その後、光励起電流を測定した。
結果を図 4-14 に示す。それぞれの EC tag分子を固定化した FTO 基板において、光励起電流
応答を測定することができた。しかし、それぞれの分子によって応答性が異なる結果とな
った。測定した光励起電流量をまとめた結果を図 4-15 に示す。Cy3-PEG-Pro6-His6は、固定
化密度が増加しても光励起電流値はほとんど変化しない。それに比べ、Cy3-PEG-Gly6-His6
は固定化密度が増加することに比例して、検出した光励起電流が増加している。これらの
結果は図 4-2 でも示されているように、分子の可動性が光励起電流応答に影響を与えた結果
であると考えられる。本実験で用いたに分子はリンカー部位の長さにほとんど差がなく、
可動性が大きく違う。その結果、剛直なリンカーである Pro6の場合、光励起電子の FTO 基
板への移動効率が悪く、固定化密度が増加しても、光励起電流量は変化しなかったと考察
できる。 
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図 4-14 光励起電流測定（上：Cy3-PEG-Gly6-His6 下：Cy3-PEG-Pro6-His6） 
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図 4-15 光励起電流量の比較 
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また、同様に Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子を FTO 基板に固定化し、光励起電流測定を行
った（図 4-16）。Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子は先ほどの Cy3-PEG-Gly6-His6 と
Cy3-PEG-Pro6-His6の二分子とは異なり、Cy3 と FTO 基板の距離が長い。しかし、光照射時
において光励起電流を測定できた。このことから、図 4-5 に示したように、EC tag 法によ
って固定化されたセンサ分子中の Cy3 と FTO との間で電子注入が起こり、Cy3 の光励起電
子を光励起電流として検出できることが明らかとなった。 
 
図 4-16 Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子相の光励起電流特性 
 
4－3－4 可動性分子相の光励起電流応答 
 前節で合成した分子が光励起電流応答することがわかった。今節では EC tag 法を用いて
光励起電流利用したアフィニティセンサを作製し、その性能評価を行った。EC tag 法によ
り分子相を形成し、ER とそのアゴニストリガンドである E2 を混合し 10min 反応させた。
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その後、洗浄 buffer（HEPES Buffer（pH 7.4））超純水で洗浄を行い、光励起電流測定を
行った。図 4-17 に示すように、励起光を照射すると、ER 反応前と同様に光励起電流が得
られた。しかし、複合体形成によって光励起電流値は反応前に比べて約 35%減少していた。
この光励起電流値の減少率をセンサ応答とすることで、測定対象の検出が可能であること
が明らかとなった。 
 
図 4-17 複合体形成による光励起電流の減少 
 
また、図 4-18 は ER と同等の分子量をもつ BSA（ともに分子量 66kDa）を形成した分子
相と反応させた光励起電流応答の結果である。これらの結果は、反応前後によって光励起
電流応答が変化していない。つまり、図 4-17 の結果は分子認識部位における特異的な複合
体形成によって、分子相の可動性疎外され光励起電流が減少したことを示す。 
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図 4-18 BSAを反応させた Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子相の光励起電流応答 
 
また、EC tag 法により形成した分子相ではなく、物理吸着によって分子相においては、活
性化した ER の反応前後で、光励起電流応答の減少は観察されなかった（図 4-19）。これは
EC tag法により形成した分子相が、図4-4に示すように固相から固定化接点、分子認識部位、
光励起部位の順で存在していることを示している。さらに、図 4-6に示す分子相の分子認識
部位において複合体形成することによって、分子相の可動性が阻害され光励起電流が減少
することも、同様に示唆される。 
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図 4-19 物理吸着法により形成した Cy3-SRC1-PEG-EC tag 分子相の光励起電流応答 
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4－4 結言 
半導体の新たな機能化が求められてきた現在、次世代半導体デバイスのひとつとして光励
起電流を利用したアフィニティセンサが期待されている。このアフィニティセンサの開発
には、半導体への精密な分子固定化が可能な方法が必要不可欠である。本章では EC tag法
により、可動性のことなる二つの分子相を形成し、光励起電流応答と分子相の可動性の相
関を明らかにした。剛直な分子構造を有する分子相と柔軟な分子構造の分子相では光励起
電流の応答性は異なる。これは光励起分子と電極間での電子移動効率が光励起分子の可動
性によって制御されることを意味する。この原理を利用することで、光励起型アフィニテ
ィセンサの開発が可能である。EC tag 法により精密の制御された可動性分子相は分子認識
部位において、特異的な複合体形成によって可動性が阻害される。今回、作成した光励起
型アフィニティセンサはリガンド（E2）により活性化した ER を特異的に検出すること可
能であった。この結果は、EC tag 法による可動性分子相形成が光励起電流を利用したアフ
ィニティセンサ開発において非常に重要な技術であることを示した。これらのことから、
分子界面と可動性付与のコンセプトの重要性を示唆することができた。 
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5－1 結言 
原子やイオンの組み合わせにより多種多様な性質および機能を持つ分子が存在する。ま
た、それらの分子は存在する周りの環境に強く影響されるため、同じ分子であっても発揮
する機能が違う。結晶中のバルク（相内部）に存在する原子と界面に存在する原子の機能
は違う。そのため、固相界面は反応場および機能場として議論されることが多い。これら
の機能場に新規機能を付加するため、機能性分子の固定化が行われる。これらの固定化さ
れる分子は固相界面と連動することで機能発現するものも少なくない。また、複雑な機能
を持つ分子は、巨大分子である場合が多い。これらの巨大分子はホモジニアスな条件にお
いて機能を十分に発揮することが多く、固定化されヘテロジニアス条件になることにより、
機能を十分に発揮することができない。そこで、春山教授は「三相二界面」のコンセプト
を提案している。このコンセプトは固定化された分子を相とみなし、分子―固相界面、分
子―バルク相界面が存在する「三相二界面」の考え方である。この二界面において、反応
がそれぞれ進み、律速要因が存在する。そこで本研究は、その分子相に「可動性」を付与
するコンセプトで研究を推進した。分子相に可動性を付与することにより、それぞれの反
応の律速段階を変化させ、機能化することができる。 
第一章では、研究背景から「三相二界面」および「可動性付与」のコンセプトを述べ、
本研究の重要性と本論文の位置づけを行った。 
第二章では機能性ペプチドを設計し、金ナノ粒子へ修飾した。金ナノ粒子の分散・凝集
による吸収スペクトルを、特定分子の結合によって制御することにより、新規医薬スクリ
ーニング手法として応用した。設計した機能性ペプチドを修飾することによって、分散溶
媒を変化させても分散を保つことが確認された。また、修飾量によって、金ナノ粒子の分
散・凝集に大きく影響を与えることが、吸収スペクトル測定から明らかとなった。金ナノ
粒子表面に修飾する分子にPEGを導入した場合、特定分子結合時の凝集速度が上昇した。
これは、PEG導入により分子相へ可動性が付与されたためであると結論付けた。本章で開
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発された、核内受容体をターゲットとした医薬クリーニング手法は既存の手法と比べ、迅
速かつ簡便であり、アゴニスト活性を評価でき、ターゲット分子への標識が必要ない。現
在、求められた条件をすべて満たした、スクリーニング手法である。 
第三章では、自己組織化タンパク質であるHFBIを固定化キャリアとして利用した、酵素
固定化手法の開発を行った。固定化ターゲット分子であるGOxとHFBIとの融合分子を作成
した。GOxとHFBIは柔軟性の高いリンカーを介して融合されているため、固定化分子相に
おいてGOxは可動性を持つことができる。そのため、固相への拘束が緩和され、固相にお
いても高い酵素活性を示した。また、GOx-HFBIとHFBIを混合することにより、GOx-HFBI
を含んだ自己組織化酵素膜の形成をQCM-D測定により観察した。さらに、この2分子の混
合比率を変えることにより、固定化酵素の量を変化させることに成功した。その時、酵素
の固定化密度が低いとき、固相における見かけ上の比活性が高いことが観察された。これ
も、可動性の良い状態が固相において高い機能を発揮することを示唆する結果となった。
本研究で開発した酵素固定化手法はバイオ分子デバイスの分野に応用が可能で、特にバイ
オリアクタなどに利用することができる。 
第四章では、EC tag法を利用して、光励起電流と分子相の可動性について、研究を進め
た。EC tag法によって形成された分子相は可動性が阻害されることにより、光励起電流応
答が減少することを示した。この分子相における可動性の阻害を特定分子による複合体形
成によって生じさせることにより、光励起電流を利用したアフィニティセンサへの応用が
可能であり、その可能性を十分に示すことができた。EC tagを利用した可動性分子相形成
は半導体の新たな機能化を実現することのできる重要技術である。 
本論文では、第二章から第四章まで論じた研究成果、すなわち分子相への可動性付与を
様々な分野へ応用した研究成果をまとめたものである。春山教授が提案するコンセプト「三
相二界面」は他分野へ応用することができ、発現機能に応じた分子相の最適化を行うこと
により、固相における分子機能の改善あるいは新たな機能化がなされた。そして、分子相
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の機能化における、新しい指標として「可動性付与」のコンセプトを示した。この二つの
コンセプトは学術的に優れているだけでなく、工業分野において新たな技術開発に役立つ
ことが、二章から四章の結果から示すことができたと確信している。 
今後、「三相二界面」と「可動性付与」の両コンセプトがさらに他分野に適応されること
により、機能性材料の開発や界面制御の基盤技術開発に寄与することを期待する。 
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